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“No hacemos ciencia para el pueblo, somos el pueblo haciendo ciencia.”

Pinta en la Facultad de Ciencias.

“Valga la comparacion: Colon tuvo un viaje peor que Lindberg, después de todo; y
los buenos cientificos hacen cosas cuya primera medida de dificultad es que nadie
las ha hecho antes. ”

El Octavo dia de la Creacion por H.F. Hudson.

“Computing should be no more mystical a technique than any other laboratory
method”

Computer Applications in the Biosciences, 1985.
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Resumen

En 2020 hubo mas de 1, 000, 000 de nuevos casos de cancer gastrico (CG) a nivel
mundial y se estima que provoco la muerte de 769, 000 personas ese mismo afio.
Representa el quinto tipo de cancer mas diagnosticado, la tercera causa principal

de muerte por cancer en México y la cuarta a nivel mundial®2.

El cancer gastrico del subtipo difuso afecta a personas mas joévenes, es mas
agresivo y la sobrevida esperada es menor®-5. Ademas de que la incidencia de esta
enfermedad se ha relacionado con poblaciones hispanas®. No existen tratamientos
especificos para el cancer gastrico del subtipo difuso. Por lo tanto, es indispensable
conocer a nivel molecular esta patologia en pacientes mexicanos ya que esto puede

ayudar al disefio de nuevos tratamientos dirigidos.

En este trabajo se estandarizo la técnica de captura conformacional cromosomal de
alto rendimiento “Hi-C” por primera vez, en células mononucleares de sangre
periférica (PMBCs), tejido adyacente sano y tumor de cancer gastrico del subtipo
difuso de un paciente mexicano. Ademas, se estandarizaron flujos de trabajo
bioinforméticos “pipelines” que permiten la deteccion de variaciones estructurales
(VE) en matrices de Hi-C y se demostré su eficiencia al comparar los datos
obtenidos con una biblioteca de Hi-C de CG del subtipo intestinal y otra derivada de
una linea celular de CG, previamente publicadas’. Los resultados apoyan la
hipotesis de que el cancer gastrico difuso es en general gendmicamente estable no
asi, el subtipo intestinal*®9. El andlisis y comparacién de estos datos, demuestra
gue el Hi-C es muy eficiente para la deteccion de VE incluso cuando se dispone de

muestras de bajo numero celular, como es el caso comun de las biopsias de CG.

Ademas se encontrd que a nivel de dominios topol6gicamente asociados (TADS),
gue el tejido adyacente sano y el tumor de CG del subtipo difuso comparten
solamente cerca de la mitad de TADs, mostrando un cambio topologico global en
las células del tumor, esta observacion es apoyada por la integracion de datos
transcriptomicos de scRNA-seq donde se detectaron 1811 genes diferencialmente

expresados (GDE) de los cuales 717GDE se ubican en TADs exclusivos del tumor.
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Al realizar el andlisis de enriqguecimiento se mostré que el proceso biolégico mas
relevante con el que estan relacionados los GDE es el cargado de la cohesina a la
cromatina, estando sobreexpresados en el tumor todos los genes que forman el
ndcleo del complejo de la cohesina (SMC3, SMC1A, RAD21 y STAG2), los genes
qgue regulan su cargado (WAPL y PDS5A) y descargado (NIPBL) de la cromatina.
Debido a la importancia de este complejo en la topologia del genoma se indago en
los TADs que contienen a estos genes, observando que 6 de los 7 genes se
encuentran en TADs exclusivos del tejido tumoral, siendo NIPBL el que comparte
TAD con el tejido adyacente sano. Por lo que se sugiere a estos loci como

candidatos para estudiar la regulacion genética del CG del subtipo intestinal.

Ademas, esta caracteristica podria estar relacionada con la estabilidad genémica
de la malignidad, ya que el complejo de la cohesina esta implicado en la reparacién
de la ruptura de doble cadena del ADN aunado a que se ha reportado anteriormente
la sobrexpresion de las subunidades SMC1A y RAD21 en tumores de CG?,
particularidad que corresponde con la resistencia a farmacos de dafio al ADN como
el Cisplatino e inhibidores de PolyADP-Ribosa (PARP), ambos utilizados en el
tratamiento general del CG. Por lo tanto existe la posibilidad de que los mismos no
sean los mas adecuados para tratar el CG del subtipo difuso, acercandonos a la

bdsqueda de nuevas propuestas terapéuticas.

Finalmente, estas observaciones representan un primer paso en México para la
integracion de datos topoldgicos y transcripcionales en el cancer gastrico, es
importante recalcar que son necesarios mas datos para robustecer o rechazar estas
propuestas, parte de este trabajo también implicd el inicio de una coleccién de
muestras de esta patologia con las cuales se seguira trabajando con experimentos
de Hi-C y scRNA-seq.
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Abstract

In 2020, there were over 1,000,000 new cases of gastric cancer (GC) worldwide,
resulting in an estimated 769,000 deaths. It represents the fifth most diagnosed
cancer, the third leading cause of cancer-related deaths in Mexico, and the fourth

worldwide.

The diffuse subtype of gastric cancer affects younger individuals, is more
aggressive, and has a lower expected survival rate. Additionally, its incidence has
been associated with Hispanic populations. Currently, there are no specific
treatments for the diffuse subtype of gastric cancer. Therefore, it is essential to
understand this pathology at a molecular level in Mexican patients to aid in the

development of targeted therapies.

This work successfully standardized the high-throughput chromosomal conformation
capture technique, known as "Hi-C,” for the first time in peripheral blood
mononuclear cells (PMBCs), adjacent healthy tissue, and diffuse subtype gastric
cancer tumor from a Mexican patient. Bioinformatic pipelines were also established
to detect structural variations (SV) in Hi-C matrices, and their efficiency was
demonstrated by comparing the data with a library of Hi-C from intestinal subtype
GC and a CG cell line, previously published. The results support the hypothesis that
diffuse gastric cancer is generally genomically stable, unlike the intestinal subtype
[4,8,9]. The analysis and comparison of these data demonstrate that Hi-C is highly
efficient in detecting SV, even with samples of low cell numbers, as is often the case

in CG biopsies.

Furthermore, at the level of topologically associated domains (TADSs), it was found
that adjacent healthy tissue and diffuse CG tumor share only about half of the TADs,
indicating a global topological change in tumor cells. This observation is supported
by the integration of transcriptomic data from scRNA-seq, where 1811 differentially
expressed genes (DEGs) were identified, with 717 DEGs located in TADs exclusive
to the tumor.
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Enrichment analysis revealed that the most relevant biological process associated
with DEGs is the loading of cohesin onto chromatin, with all core cohesin complex
genes (SMC3, SMC1A, RAD21, and STAG2), as well as genes regulating cohesin
loading (WAPL and PDS5A), and cohesin unloading (NIPBL) being overexpressed
in the tumor. Due to the importance of this complex in genome topology, further
investigation was conducted into TADs containing these genes, revealing that 6 out
of 7 genes are found exclusively in tumor TADs, while NIPBL shares a TAD with
adjacent healthy tissue. This suggests these loci as candidates for studying the

genetic regulation of diffuse CG.

Additionally, this characteristic may be related to genomic stability in malignancy
since the cohesin complex is involved in double-strand DNA break repair. Prior
reports have shown overexpression of SMC1A and RAD21 subunits in GC tumors,
which correlates with resistance to DNA-damaging drugs such as Cisplatin and
PolyADP-Ribose (PARP) inhibitors, both used in the general treatment of GC.
Hence, there is a possibility that these drugs may not be the most suitable for treating

the diffuse subtype of CG, leading to the search for new therapeutic approaches.

In conclusion, these observations represent a crucial step in Mexico towards
integrating topological and transcriptional data in gastric cancer. It is important to
emphasize that more data is needed to further validate or reject these proposals.
Furthermore, this work has initiated the collection of samples from this pathology,

with ongoing experiments of Hi-C and scRNA-seq.
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Introduccion

En 2020 hubo mas de 1, 000, 000 de nuevos casos de cancer gastrico a nivel
mundial y se estima que provoco la muerte de 769, 000 personas ese mismo afio.
El cancer gastrico representa el quinto tipo de cancer mas diagnosticado, la tercera

causa principal de muerte por cancer en México y la cuarta a nivel mundial*2.

Algunas areas geogréficas de la Republica Mexicana tienen mayores tasas de
mortalidad por cancer gastrico en contraste con otras como por ejemplo Chiapas,
cuya tasa es de 6.4 por cada 100,000 habitantes en comparacion con la Ciudad de
México con 4.5 y el Estado de México con 2.5%!, Esto sugiere que, ademas de la
influencia de variables ambientales como la alimentacion, el consumo de alcohol,
tabaco e infeccion por H. pylori, entre otras, podria existir un componente genético
subyacente de predisposicion a desarrollar cancer gastrico en la poblacion

mexicana °.

Clasificacidon histologica del cancer gastrico

Existen distintas clasificaciones del cancer gastrico. La clasificacion histolégica de
Lauren, es la mas utilizada en clinica y distingue dos tipos, el intestinal y el difuso 12
(Figura 1). El tipo intestinal estd asociado con gastritis atrofica cronica y metaplasia
intestinal y se presenta mas a menudo en el estdbmago distal. El tipo difuso se origina
normalmente en la mucosa gastrica, presenta células caracteristicas denominadas
“de anillo de sello” las cuales contienen una gran vacuola llena de mucosa. Este
subtipo es comun en personas menores de 45 afios y es el tipo de cancer gastrico
con peor prondstico. Es decir, la sobrevida a 5 afios después del diagnéstico de la
enfermedad no supera el 10%3. Cerca del 3% del cancer gastrico difuso es
hereditario debido a mutaciones en el gen CDHI que codifica para la E-cadherina,
una proteina importante en la adherencia celular>3%4, Sin embargo, la

heterogeneidad genética en el cancer gastrico del tipo difuso esta poco estudiada.
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Figura 1. Tipos de cancer gastrico segun la clasificacion de Lauren A) Glandulas
diferenciadas caracteristicas en la histologia del tipo intestinal. B) Células tumorales con
grandes ndcleos y las células de anillo de sello presentando una gran vacuola llena de
mucosa tipicas del tipo difuso (Modificada de Martinez-Galindo et al. 2015'?).

Clasificacion molecular

Existen otros esfuerzos de clasificacion a nivel molecular de esta patologia
derivados de las tecnologias de secuenciacion masiva paralela. Dos de los mas
recientes incluyen al estudio del The Cancer Genome Atlas (TCGA por sus siglas
en inglés) publicado en 2014 por Bass et al®. donde realizaron una caracterizacion
molecular integral de 295 adenocarcinomas gastricos primarios. A partir de esta
caracterizacion propusieron un nuevo sistema de clasificacion que comprende
cuatro subtipos: 1. Tumores positivos para Virus de Epstein-Barr (EBV). Estos
presentan amplificaciones de los genes PD-L1/2 (relacionados con la evasion del
sistema inmune) y JAK2 que promueve la reproduccion celular y son negativos para
las mutaciones en TP53. 2. Tumores con microsatélites inestables (MSI) que
presentan hiper mutacion en TP53. Estos son mas comunes en personas de mayor
edad. 3. Tumores gendmicamente estables (GS) que regularmente tienen una
histologia difusa, son mas comunes en personas jovenes y contienen mutaciones
en genes relevantes en la adhesion celular y 4. Tumores con inestabilidad
cromosdmica (CIN) relacionados con hipermutacién de TP53 e histologia intestinal
(Figura 2) 8°.
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Por otro lado, en 2015 el Asian Cancer Research Group (ACRG), Analiz6 datos de
expresion génica de 300 tumores gastricos primarios. Sus hallazgos han llevado a
una propuesta de clasificacion molecular del cancer gastrico que incluye cuatro
subtipos de tumores: 1. Tumores con estabilidad de microsatélites y transicion
epitelio mesénquima (MSS/EMT), presentan pérdida de CDHL1 e histologia difusa.
2. Tumores con microsatélites inestables (MSI) con sobreexpresion de PD-L1.
3.(MSS/P53+) con microsatélites estables y TP53-activo, presentan histologia
intestinal y 4. Tumores con TP53 inactivo presentando microsatélites estables
(MSS/TP53°) con histologia intestinal y mutaciones en TP53 (Figura 2)48,

El atlas del genoma del cdncer (TCGA por sus siglas en inglés) - Bass et al. Nature 2014

Virus Epstein-Barr+ (8.8%) Micro satélites Inestables Gendmicamente estable Genéticamente Inestable
(EBV+) (21.7%) (19.7%) (49.8%)
(ms1) (6s) (CIN)
- Fenotipo de islas CpG )
metiladas -Silenciamiento de MLH1 -Mutaciones en genes -Alta mutabilidad en TP53
. . involucrados en la adhesion X
-Amplificacion recurrente de -Hipermutacién de TP53, celular: CDH1 (37%), RHOA -Mutaciones en SMAD4 y APC
9p24.1 (region que contiene PIK3CA, ERBB3,ARID1A (15%) -
aPDL-1/2 y JAK2) (15%) -Activacién de RTK-RAS
-Activacion de vias mitéticas -Fusién de los genes (EGFR, ERBB2/3,
-Mutacidnes frecuentes de CLDN18-ARHGAP FGFR2,METJAK2,N/
inPIK3D (80%), ARID1A -Sin respuesta al KRAS,VEGFA,CD274,PDCD1LG2
(54%),BCOR (23%) tratamiento adjuvante de -Rara vez presentan y PIK3CA
quimioterapia mutaciones en TP53 . L .
-Silenciamiento de CDKN2A -Histologia intestinal
-Edad avanzada -Enriquecimiento de vias de
-Rara vez presentan adhesién celular y
mutaciones en TP53 angiogénesis
-Infiltrado de células T -Histologia difusa

-Edad temprana

Grupo de investigacion del Cancer (ACRG por sus siglas en inglés) - Critescu et a/. Nature Medicine 2015
TP53 activo y Microsatélites Inestables Microsatélites y Transicién TP53 inactivo y
microsatélites estables (22.7%) epitelio-mesénquima mirosatélites estables
(26.3%) (MS1) (15.3%) (35.7%)
(MSS/TP53+) (MSS/EMT) (MSS/TP53-)
; -Silenciamiento de MLH1 i
-Infeccion frecuente de -Pérdida de CDH1 -Mutaciones en TP53
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Figura 2. Caracteristicas relevantes en la clasificacién molecular del cancer gastrico.
Distincion de parametros utilizados para clasificar molecularmente a los distintos tumores
de cancer géstrico por los grupos de TCGA y ACRG. Cabe resaltar que se muestra el
porcentaje de cada subtipo de tumor géstrico en la muestra de tejidos analizados por cada
grupo (Modificada de Chivu-Economescu et al. 20188).
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Las clasificaciones existentes del cancer gastrico nos muestran la enorme
heterogeneidad molecular que subyace a esta enfermedad y de como la pobre
prognosis de este cancer se debe en alguna medida a la falta de tratamientos
dirigidos. En ambos tipos histolégicos encontramos tratamientos generales, siendo
la cirugia la Unica terapia curativa, mientras que la quimioterapia perioperatoria y
adyuvante, asi como la quimiorradiacion, pueden mejorar el resultado de la
reseccion de este céncer, ademas de la diseccion de los ganglios linfaticos
adyacentes3®,

Sin embargo, mas de la mitad de los pacientes con cancer gastrico resecado recaen
con tumores locales o con metastasis, o reciben el diagndstico de cancer gastrico
cuando el tumor se disemina. Esto hace que la media de supervivencia global a esta
enfermedad rara vez supere los 12 meses y la supervivencia a los 5 afios sea inferior
al 10%?3. Estos hechos hacen inminente el estudio a profundidad de estos tipos
tumorales en nuestra poblacién para comprender mejor no solo la genética del
cancer gastrico, si no también los mecanismos de regulacion transcripcional que se
encuentren alterados, contribuyendo asi al descubrimiento de nuevos marcadores

de diagndstico y sobre todo al disefio de tratamientos mas eficientes y dirigidos.

Topologia del Genoma

El ADN en interfase se empaqueta dentro del nucleo celular formando estructuras
a distintas escalas. El material genético se pliega en nucleosomas que a su vez
forman asas de cromatina. A escalas de centenas de kilobases se forman
estructuras denominadas dominios topolégicamente asociados (TADs por sus
siglas en inglés), a escalas de megabases se forman compartimentos y finalmente

los cromosomas completos se ubican en territorios cromosémicos?®.

El desarrollo de tecnologias de secuenciacion masiva paralela ha propulsado
nuestra capacidad de caracterizar funcionalmente diferentes genomas. En

particular, las estrategias de Captura Conformacional de Cromosomas como el Hi-
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C posibilitan la reconstruccion de mapas de contactos genémicos a nivel global
permitiendo la deteccion de asas de cromatina, TADs y compartimentos presentes
en el genoma de la poblacién celular en alta resolucion'®t’. Asi mismo, el Hi-C
permite detectar todas las variaciones estructurales (VE) mayores o iguales a 1Mb

presentes en el genoma sin conocimiento previo de las mismas*2,

La técnica de Hi-C se basa en varios principios clave. En primer lugar, se realiza el
fijado de las células con formaldehido para estabilizar las interacciones espaciales
entre regiones genomicas. Luego, se lleva a cabo la digestion de la cromatina, que
implica la fragmentacion del ADN mediante enzimas de restriccion. Posteriormente,
las moléculas fragmentadas se ligan para formar un complejo circular, que permite
la deteccidbn de las interacciones espaciales. A continuacion, se realiza la
biotinilacién de las moléculas de ADN, lo que facilita su posterior enriquecimiento y
secuenciacion. Este proceso permite analizar la estructura tridimensional del
genoma y revelar la organizacion espacial de los cromosomas!®920, E| protocolo
para realizar esta técnica se describird con detalle en la seccibn de materiales y

métodos.

Las matrices de Hi-C o mapas de contactos genémicos se interpretan teniendo en
cuenta que la frecuencia de interaccion entre loci disminuye a medida que aumenta
la distancia gendmica entre ellos, se pueden visualizar las matrices como mapas de
calor, donde los pixeles de la matriz representan la frecuencia de interaccion entre
dos regiones gendmicas. Las regiones con una alta frecuencia de interaccion se
muestran en tonos mas intensos y las de menor frecuencia en tonos mas claros®2°,
A continuacion se describirdn las estructuras bioldgicas detectadas por Hi-C y sus

implicaciones en la regulacion genética.
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Asas de Cromatina

Las asas de cromatina son relevantes en el genoma de los vertebrados ya que a
pesar de la lejania que puede existir entre loci en el genoma lineal, las asas ponen
en proximidad espacial a elementos de regulacion genémicos con los promotores
de sus genes diana. Para que dos loci gendmicos distantes interactien dentro de
una escala de tiempo funcionalmente relevante, la cromatina necesita ser
compactada en una escala promedio de longitud gendmica de 10kb-1Mb y explorar

su entorno dindmicamentel?.21.22,

Por ejemplo, en el genoma de las células troncales embrionarias humanas hay al
menos 13.000 asas de cromatina, que varian de 25 kb a 940 kb de tamafio y
contienen de uno a diez genes?. La longitud media de una asa de cromatina es

~190 kb y contienen en promedio tres genes?3-2,

Las asas de cromatina estan formadas por la interaccién de homodimeros del factor
de unién CCCTC (CTCF) estabilizados por cohesina. Se ha demostrado que entre
el 70-85% de las asas de cromatina son delimitadas por CTCF, dependiendo del
tipo celular?®?® y ~80% de estos sitios frontera fueron también ocupados por el

complejo de cohesina?*?’ (Figura 3).

Estas observaciones tienen una estrecha relacion con el funcionamiento de la
formacion de las asas de cromatina y la regulacién de la expresion genética. El
modelo de extrusion de las asas de cromatina propone que estas se forman por la
actividad de factores de extrusibn como las cohesinas, que progresivamente
extruyen grandes regiones de cromatina de manera ATP dependiente hasta que se
disocian de la cromatina o encuentran una frontera. Por ejemplo, los dimeros de
CTCF?4,
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El nucleo del complejo de la cohesina estd compuesto por cuatro subunidades
SMCI1A, SMC3, RAD21 y STAG2 (antigeno estromal) la asociacion de las mismas

genera una estructura en forma de anillo?® (Figura 3).

SMC1A y SMC3 estan configuradas cada una por una hélice antiparalela
superenrollada que en un extremo presenta un dominio globular flexible que al
heterodimerizarse una con la otra forman un dominio bisagra en forma de V que se
mantiene por interacciones hidréfobas. En el lado contrario estan el extremo N-
terminal que contiene un motivo Walker A que se une al ATP durante la extrusion
de las asas de cromatina y el extremo C-terminal con el motivo Walker B que se
asocia con el ADN?8, RAD21 interacciona con SMC1A en su externo carboxilo y con
SMC3 en su extremo amino en estas regiones y cierra el anillo, mientras STAG2 es

esencial para la asociacion del complejo con el ADN?8-3° (Figura 3).

La regulacion del cargado del complejo de cohesina a la cromatina esta dado por la
proteina NIPBL (Nipped-B like) y esté relacionado con la concentracion de la misma
en el nlcleo afectando la expresion genética®l. Ademas, PDS5A (proteina de
disociacion precoz de cromatidas hermanas 5) participa en el proceso manteniendo
a la cohesina asociada a la cromatina. Por otro lado, la disociacion del anillo de
cohesina asociada a la cromatina requiere la participacion de WAPL (proteina Wings
apart-like) (Figura 3), modelos de silenciamiento de WAPL han generado una
organizacion del genoma en grandes loops y se han asociado con desregulacién de

la expresion genética?®-3L,
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Figura 3. Modelo del complejo de la Cohesina. Se muestran las subunidades del nucleo
de la cohesinay proteinas reguladoras con sus funciones asociadas (Modificada de Losada,
2014%9).

Se sabe que la formacion de los dimeros de CTCF solo sucede cuando los motivos
de union de esta proteina en el genoma se encuentran de forma convergente, lo

cual sugiere una disposicion de las asas de cromatina codificada en el genoma?%27,

Por lo tanto, las variaciones especificas de la topologia del genoma de las células
de cadatejido y su expresion, se podrian explicar a través de la expresion diferencial
de los reguladores que establecen la velocidad de la extrusién de las asas por el
complejo de la cohesina, la eficiencia de carga del extrusor, concentracién del
extrusor, la fuerza de union y polaridad de las proteinas de frontera como CTCF. Es
decir, proteinas que impidan la extrusion de la cromatina por el complejo de la

cohesina?.
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Un ejemplo de elementos de regulacion distal en el genoma son los amplificadores
de expresion o “enhancers” que son secuencias que activan la expresion de genes
diana transcritos por la ARN polimerasa Il (ARNPII) al contactar con su promotor y
reclutar maquinaria transcripcional, todo esto en un contexto de asa de cromatina
(Figura 4 A).

Los potenciadores pueden actuar independientemente de su orientacion, distancia
y ubicacién con respecto al gen objetivo3? y se pueden ubicar a mas de un millén
de pares de bases de distancia, como se observa en el caso del gen SHH? en
células humanas T CD4+ el cual interacciona con un potenciador llamado ZRS que

se encuentra aproximadamente a 1 Mb del gen343,

Los potenciadores de vertebrados tienen una longitud de entre 100 a 1000 pb y
pueden existir mualtiples potenciadores en un grupo para formar un super
potenciador3®3’, Los potenciadores se encuentran principalmente en regiones
intergénicas y regiones intrénicas, Sin embargo, se han encontrado algunos dentro

de los exones32,

Los potenciadores consisten en grupos densos de sitios de union de factores de
transcripcion (TFBS por sus siglas en inglés) y estan unidos a factores de
transcripcion (FT) especificos del tipo celular donde se encuentran, correguladores,
modificadores de cromatina, proteinas arquitecturales como cohesina, condensina,
CTCF y ARNPII. Cuando un enhancer esta activo participan mas de 45 proteinas

teniendo una masa combinada aproximada de 2500 kDa®*?.

Debido al ensamblaje de tantas proteinas, a menudo cuando estan activos son
deficientes en nucleosomas y, por lo tanto, son hipersensibles a las nucleasas,
caracteristica relacionada con la accesibilidad del ADN y ampliamente explotada
para identificar potenciadores®. Ademadas, se han relacionado las marcas de
histonas como la monometilacién de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4mel) comun a

todos los potenciadores y la acetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27ac)
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para identificar potenciadores activos®®. Una vez ensamblado, el complejo del

potenciador contacta el promotor objetivo y activa la transcripcion.

Un caso de la accion de los potenciadores es el locus de la region de control (LCR)
del grupo de 3 globina, que interactua a través de contactos de cromatina de largo
alcance, con sus genes diana en las células eritroides (donde el gen de la 8-globina
esta activo) pero muestra poca o ninguna interaccion en células de otros linajes
como células troncales o neuronales>%. Mostrando que las asas de cromatina a
menudo son tipo celular dependientes. En cancer gastrico, el secuestro de un
potenciador provocado por la duplicacién en tandem de un locus del cromosoma 19
genera la sobreexpresion del gen CCNE1, una ciclina relacionada con proliferacion

y menor sobrevida de los pacientes con esta malignidad’.

Por ultimo, es importante sefialar que las asas de cromatina no se limitan solo a
interacciones “potenciador-promotor” también existen asociaciones espaciales
entre genes co-regulados que se transcriben activamente compartiendo maquinaria
y entre genes reprimidos por Polycomb tanto en Drosophila melanogaster como en

mamiferost>41-43 (Figura 4 A).

Dominios topolégicamente asociados, TADs

Los conjuntos de asas de cromatina se organizan en TADs cuya longitud media es
de 880 Kb* (Figura 4 B y C). La mayoria de los TADs son estables entre tipos
celulares y estan aislados entre si por fronteras delimitadas por dimeros de CTCF y
cohesina® (Figura 4 B, Ver Figura 3). Existen alrededor de 2000 TADs en el genoma
del ratén con un promedio de 8 genes en su interior?>44, En tanto al genoma humano

se han detectado alrededor de 3741 TADs en células de sangre periférica®®.

Ademas de CTCF y cohesina, las fronteras de los TADs se caracterizan por marcas
de histonas asociadas a transcripcion activa como la trimetilacion de la lisina 4 de
la histona 3 (H3K4me3) y la trimetilacion de la lisina 36 de la histona 3 (H3K36me3)
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y a elementos repetidos®®. Al interior de los TADs se presenta generalmente un

estado transcripcional uniforme®>24,

A menudo en las matrices de Hi-C se presentan TADs anidados o Sub-TADs que
corresponden a asas de cromatina mas pequefias dentro de los TADs que
generalmente tienen puntajes de aislamiento mas débiles, marcas de cromatina

mas homogéneas y exhiben mayor heterogeneidad entre las célulast®?4,

Dentro de los TADs las interacciones cromosomicas se reorganizan dinamicamente
respecto a distintos procesos celulares como la diferenciacion o la carcinogénesis.
En experimentos donde se depletan las fronteras de los TADs se ha encontrado una
pobre disminucion en la expresion genética mostrando evidencia de que estas
estructuras tienen funciones de aislamiento para las secuencias dentro de ellas
evitando interacciones ectdpicas, pero que no regulan la expresion génica por si

mismos*447,

En resumen, los TADs son importantes estructuras tridimensionales en el genoma,
gue organizan la cromatina en regiones funcionales. Su delimitaciéon por proteinas
como CTCF y cohesina, junto con las marcas de histonas asociadas, contribuye a
mantener la estabilidad y la regulacibn adecuada de la expresion génica. La
presencia de Sub-TADs agrega un nivel adicional de complejidad en la arquitectura
cromosodmica, permitiendo la adaptacion a distintos estados celulares. Aunque los
TADs estan involucrados en el mantenimiento de la integridad estructural del
genoma, su papel exacto en la regulacion génica sigue siendo objeto de
investigacion para comprender plenamente su contribucion a los procesos

bioldgicos y su relevancia en diversas enfermedades.
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Compartimentos de cromatina

Los compartimentos de cromatina son estructuras observadas en las matrices
obtenidas por Hi-C, estos se caracterizan en la matriz por tener un patrén de “tablero
de ajedrez” donde cada cuadrante es de varias Mb de longitud'®!® y estan divididos
en compartimentos A y B que corresponden a eucromatina y heterocromatina
respectivamente®® (Figura 4 C). Las interacciones entre regiones del genoma del
mismo compartimento son mas frecuentes y existen pocos contactos entre regiones
gendmicas de compartimentos diferentes. Ademas, los compartimentos se localizan
en diferentes zonas del nucleo. El compartimento A se encuentra preferentemente
al interior del nacleo mientras que el B esta ubicado cerca de la periferia nuclear y
se asocia con las laminas nucleares, formando amplias regiones de
heterocromatina®®°°, A diferencia de los TADs que estan muy conservados a lo largo

de los tipos celulares los compartimentos son especificos del tipo celular!®,

Territorios cromosémicos

Finalmente, los cromosomas ocupan espacios discretos en el ndcleo llamados
territorios cromosomicos. ldentificados originalmente por técnicas como la
hibridacién fluorescente in situ (FISH por sus siglas en inglés)®! y actualmente
estudiados por Hi-C, muestran que las interacciones dentro de cada cromosoma

(cis) son mas frecuentes que entre cromosomas (trans)*>1° (Figura 4 D).

En conjunto, la topologia del genoma esta estrechamente ligada con la regulacion
genética y su estudio muestra con detalle los mecanismos por los cuales los genes
se expresan, debido a la importancia de la localizacién en el espacio de las regiones
genomicas. Si bien el perfil de expresion genética de muchos tipos de cancer ha
sido ampliamente estudiado, el componente topoldgico que explica la expresion no
ha sido explorado con detalle. Particularmente en cancer gastrico solo existe un
articulo que reporta experimentos de Hi-C en tumores del subtipo intestinal’. Por lo

tanto es importante seguir indagando en la topologia gendmica de esta malignidad.
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Figura 4. Los distintos niveles de organizacion del genoma. A) Modelos de la
interaccion entre el potenciador y el promotor de un gen en un asa de cromatina, asa
formada por un solo gen y asas silenciadas por polycomb. B) Formacion de TADs
delimitados por dimeros de CTCF y Cohesina, C) Formacion de compartimentos y D)
Territorios cromosémicos. En todos los casos a la izquierda se muestran las matrices de
Hi-C correspondientes a cada estructura con la resolucion a la que se pueden observar
(Modificada de Bonev & Cavalli, 2016).
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Antecedentes

Arquitectura del genoma en el cancer

La inestabilidad gendmica y en consecuencia los rearreglos cromosémicos, son
caracteristicas distintivas del cancer. Fallas en la maquinaria molecular de
reparacion y rompimientos de la doble cadena de ADN conllevan a la formacion de
aberraciones cromosémicas o VE®2. La desregulacion de los niveles
transcripcionales de genes diversos es uno de los mecanismos por el cual las
células tumorales obtienen una alta capacidad proliferativa y de evasion del sistema

inmune produciendo metastasis.

Se ha reportado que cerca del 40% de todos los tumores malignos presentan
mutaciones en p53 que afectan la capacidad de reparacién del material genético en
las células afectadas®. También se ha demostrado que muchos tipos de cancer
hereditario contienen defectos en la maquinaria de reparacion aumentando la

posibilidad de errores mutagénicos durante la replicacion del DNASS,

El desarrollo de técnicas de microscopia como la hibridacién fluorescente in situ
(FISH por sus siglas en inglés) y la secuenciacion masiva ha confirmado que casi
todas las formas de cancer involucran células cuyos genomas han sido alterados
ya sea a través de rearreglos cromosémicos complejos, mutaciones puntuales o

una combinacion de ambas®3-56,

Las VE existen en dos formas generales: Balanceadas y No-Balanceadas. Las
balanceadas o neutrales en el nimero de copias, se refieren a aquellas en las que
no hay ganancia o pérdida neta de material genético, aunque se ha producido algun
reordenamiento. Estas incluyen a las translocaciones e inversiones reciprocas
(Figura 5 A,C). En las VE desequilibradas existe pérdida o ganancia de material
genético, por ejemplo las deleciones, duplicaciones y la herencia de productos de
translocacion desequilibrada (Figura 5 B,D,E).
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Figura 5. Ejemplos de Variaciones Estructurales (VE). A) Translocaciones equilibradas
sin ganancia o pérdida neta de material genético. B) Un cromosoma derivado adicional
(flecha roja) que se ha heredado con una translocacion desequilibrada resultando en
trisomia de regiones del cromosoma dafiado. C) Inversiones, en las que se invierte un
segmento de un cromosoma, pueden resultar de dos puntos de ruptura (lineas rojas
punteadas) situadas en un brazo cromosémico (inversién paracéntrica) o en ambos lados
del centrémero (inversion pericéntrica). D) Deleciones entre puntos de ruptura en los brazos
del cromosoma (delecion intersticial) o en los extremos del cromosoma (delecion terminal).
E) Duplicaciones. Estas forman dos categorias, dependiendo de si los segmentos
duplicados se encuentran en la misma orientacién (duplicacion en tandem) o se han
volteado (duplicacion invertida), (modificada de Harewood & Fraser, 2014°).

Las VE pueden afectar zonas codificantes del genoma de modo que alteran
directamente la estructura de un gen vy la proteina a la que codifica. Por ejemplo, la
translocacion t(9;22) (q34;q11) en leucemia mieloide cronica que causa la fusion de
los genes BCR-ABL dando un cromosoma 22 alterado denominado cromosoma
filadelfia y cuya expresion inhibe la reparacion del ADN%"%8. En CG difuso una
translocacion balanceada entre los cromosomas 3 y el 5 provoca la fusién del gen
de Cldn18 un proteina de uniones estrechas que mantiene la integridad epitelial y
el inhibidor de RHOA, ARHGAP26 generando transcritos aberrantes o fusionados,
la expresidn de estos transcritos se ha relacionado con aumento en la proliferaciéon
celular y con el proceso de transicion epitelio mesénquima (TEM por sus siglas en

inglés) debido a la pérdida de uniones estrechas®®,
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En muchas ocasiones, las VE también pueden encontrarse en regiones no
codificantes del ADN, afectando elementos de regulacion distales o la organizacion
tridimensional del genoma. Esto puede llevar a la desregulacion de la expresion de
genes. Un ejemplo de esto es observado a nivel epigenético en el linfoma de células
B, donde la translocacion desequilibrada (+der(2)t(1;2)(q12;p13)) muestra cambios
en la cromatina de las secuencias cercanas al punto donde se integro en el
cromosoma 2p. Como resultado de esta translocacion, estas regiones adquieren
marcas epigenéticas represivas, como H4K20me3 y H3K9me3 °7:61, que afectan la

expresion genética del locus.

Las VE pueden tener un impacto significativo en la regulacion génica y la expresion
de genes al alterar la organizacion tridimensional del genoma o afectar elementos
de regulacion distales. En la actualidad se cuenta con muy poca informacion con
respecto a las VE existentes en genomas de células tumorales de cancer gastrico y

de su rol en la expresion genética.

La expresidon genética esta estrechamente relacionada con la
organizacion espacial del genoma

Las VE pueden afectar la organizacion de los TADs poniendo en contacto elementos
de regulacién genémica que normalmente no interactian. Por ejemplo, la fusién de
TADs adyacentes al perder o cambiar la posicion relativa de sus secuencias frontera
puede resultar en el contacto ectdpico entre potenciadores y promotores de genes
gue normalmente no son sus blancos, derivando en la expresion desregulada de los

mismos’+18,

Muchos genes relevantes para el cancer han sido estudiados en su contexto
gendmico y se conoce su ubicacion en asas de cromatina interaccionando con sus
elementos reguladores. Estos genes incluyen pero no se limitan a KRAS, NRAS y
BRAF, que son miembros de la via RAS y RAF; MYC, el oncogén humano mas
amplificado y sobreexpresado con mayor frecuencia; TP53 que codifica para la

proteina p53 que es el gen mas frecuentemente mutado en los distintos tipos de
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cancer; EGFR, que codifica el receptor del factor de crecimiento epidérmico, un
blanco relevante para distintos farmacos y el ligando de muerte programada PDL1
una proteina blanco para inmunoterapia®®, por mencionar algunos ejemplos para
poner en contexto la importancia de la topologia en la regulacion genética (Figura
6).
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Figura 6. Ejemplos de genes relevantes en el cancer en su contexto genético. Los
arcos representan interacciones entre loci (azul) y las interacciones que presentan los
genes de interés MYC, TP53 y EGFR con sus elementos reguladores en naranja. Cada
ejemplo contiene un track de picos de CTCF (morado) marcando las fronteras de los
vecindarios aislados o asas de cromatina.

Ademas, otro factor importante para la ubicacion de CTCF en el material genético
es la metilacion de la cromatina proceso que se ve afectado durante la
carcinogénesis, provocando un cambio en las fronteras delimitadas por CTCF ya
gue en general este elemento de frontera no se une a regiones metiladas y en

consecuencia se generan nuevos contactos?.
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Por ejemplo, el caso de los gliomas asociados a mutaciones en genes de la
isocitrato deshidrogenasa (IDH) en los que el nivel de metilacion del ADN aumenta
globalmente, los sitios CTCF ubicados en una region frontera de TAD cerca del
receptor-a del factor de crecimiento derivado de plaguetas (PDGFRA) se metilan, lo
gue conduce a una disminucion de la union de CTCF a esta regidon y a la expresion
de PDGFRA por un potenciador ubicado en el TAD adyacente. En el mismo estudio
se depletaron las fronteras de CTCF mediante CRISPR obteniendo la misma
interaccion ectopica y para comprobar el mecanismo se desmetilé el genoma de
estas células con 5'azacitidina, inhibiendo la expresion de este gen por la union
normal de CTCF a las fronteras del TAD que lo contiene®?. Lo anterior muestra la
plasticidad de estas interacciones y como pueden ser afectadas en el cancer sin
necesidad de mutacion.

Ademas, en estudios recientes con lineas celulares de cancer de pancreas se ha
demostrado que la topologia tiene un impacto importante en la habilidad de las
células de entrar en metastasis, un marcador que afecta fuertemente la sobrevida
de los pacientes en distintos tipos de cancer®3. Al realizar experimentos de Hi-C en
una linea celular de cancer de pancreas primario (PANC-1) y comparar su topologia
con una linea celular metastasica del mismo cancer (Capan-1) encontraron nuevas

interacciones entre potenciadores y promotores en estas Ultimas (Figura 7).

PANC-1
Hi-C

Capan-1
Hi-C

Figura 7. Matrices de Hi-C de una region genomica del cromosoma 15 de la lineas
celulares de cancer de pancreas PANC-1 y Capan-1. Corresponden a céncer primario y
secundario respectivamente, donde se pueden observar nuevos contactos en la linea metastasica
(Modificada de Ren et al., 2021%3).
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En conclusion, las variantes estructurales (VE) pueden tener un impacto significativo
en la organizacion de los Dominios Topologicamente Asociados (TADs), al poner
en contacto elementos de regulacion gendmica que normalmente no interactian. La
fusion de TADs adyacentes, debido a cambios en las secuencias frontera, puede
provocar un contacto ectopico entre potenciadores y promotores de genes, lo que

conduce a una expresion desregulada de los mismos.

Impacto de las variaciones estructurales en el genoma del cancer

Algunos estudios han demostrado que la fusion de los TADs y el mezclado de estos
por VE son relevantes en la oncogénesis. En pacientes con leucemia mieloide
aguda, la reubicacion de un potenciador por inversion en el cromosoma 3 activa el

protooncogén EVI1 8,

En céancer gastrico, la duplicacion en tdndem de un fragmento de la region
promotora del gen CCNE1 que se enriquece con la marca de histonas H3K27ac y
comienza a actuar como potenciador, lleva a la sobreexpresion de CCNE1 que esta
relacionada clinicamente con una mayor tasa de mortalidad y resistencia a distintos
farmacos en pacientes con CG. Ademas se asocio con la formacién de TADs de

Nnovo e interacciones ectopicas en el tumor T2000877 como lo llamaron los autores
Ooi et al., 2020. Esto se muestra en la figura 8 en un modelo (A) y con las matrices

de Hi-C (B) donde esta VE fue detectada’ comparando con la linea celular de CG
SNU16.
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Figura 8. Modelo y matrices de la duplicacion parcial en tdndem de la regién
promotora del gen CCNE1. A) Modelo de las interacciones ectpicas provocadas por la
duplicacién parcial en tandem de la regién promotora de CCNE1.B) Matrices de Hi-C de la
region donde ocurre esta duplicacion en el cromosoma 19, se muestran los TADs
detectados en amarillo y las interacciones de novo marcadas con circulos punteados. Se
compara el tumor de CG T2000877 con la linea celular de CG SNU16. Arriba se muestra el
track de H3K27ac en la regiébn mostrando un enriquecimiento en T2000877 (Modificada de
Ooi et al., 20207, modelo realizado en Biorender).

En las matrices de Hi-C podemos detectar patrones caracteristicos de diferentes VE
ya que las interacciones ectdpicas generan enriquecimientos de los contactos
gendmicos en trans cuya frecuencia no es esperada en un genoma que no ha sido
rearreglado (Figura 9) y a través de la implementacion de flujos de trabajo
bioinformaticos especificos se puede llevar a cabo una caracterizacion sistematica

de la VE presentes en una muestra a nivel de todo el genoma.
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Figura 9. Ejemplos de patrones observados en las matrices de Hi-C para las VE. Se
muestran los patrones de delecion, inversién y translocacion en los datos de Hi-C y los
modelos de los cambios producidos por las mismas a nivel de TADs y cromosomas
(Modificada de Kim et al, 2019%8).

Las caracteristicas moleculares del cancer son diversas, y la inestabilidad genémica
es un factor que contribuye a esta diversidad. Es relevante destacar que la
inestabilidad gendmica tiene implicaciones en la supervivencia de pacientes con
cancer gastrico (CG) de tipo intestinal, como se muestra en los datos presentados

por Ooi et al. en 2020 (Ver figura 8).

En algunos casos, pueden presentarse contactos ectopicos sin la presencia de
variaciones estructurales (VE) o mutaciones, lo cual puede ser una respuesta a
procesos cancerigenos como la metéastasis o la proliferacion celular. Esto subraya
la complejidad de la regulacién genética en el cancer, lo que hace que el estudio de
esta enfermedad mediante herramientas como el Hi-C sea invaluable. Esta técnica
proporciona informacion global sobre la arquitectura del genoma, revelando, por
ejemplo, la presencia de VE. Ademas, permite el estudio detallado de la regulacién
genética en estas patologias, demostrando asi su versatilidad y su importancia para

comprender la expresion de los genes.
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Integracion de datos topoldgicos (Hi-C) y transcripcionales
(scRNA-seq)

El objetivo de este proyecto es estandarizar la técnica de Hi-C en muestras de tejido
de cancer gastrico del tipo difuso, asi como en su tejido adyacente sano y células
mononucleares de sangre periférica (PMBC) del mismo paciente. Esto permitira
identificar los cambios en la topologia del genoma a nivel de TADs y VE. Ademas,
se busca integrar datos de secuenciacion de RNA de células individuales (SCRNA-
seq) derivados del tejido adyacente y del tumor de cancer gastrico difuso del mismo

paciente, enriqueciendo asi las observaciones obtenidas.

En el scRNA-seq se utiliza un chip de microfluidos que contiene perlas de gel con
secuencias de oligonucledtidos Unicas. Estas perlas de gel estan fusionadas con
primers que se unen a los transcritos de ARN. Las células individuales se
encapsulan en gotas de aceite junto con las perlas de gel, donde se produce la lisis
celular y la liberacion de ARN. Dentro de estas gotas, se forman pequefas "gemas"
gue contienen una perla de gel, una célula y sus transcritos de ARN. Luego, se lleva
a cabo la amplificacion de ARN mediante la transcripcion inversa y la amplificacion
de ADN complementario (cCADN) utilizando primers especificos. Posteriormente, se
realiza la secuenciacion de alto rendimiento para obtener perfiles de expresion
génica a nivel de célula Gnica®y conocer las identidades celulares que conforman
a los tejidos estudiados®®%6, El protocolo para realizar esta técnica se describira con

detalle en la seccién de materiales y métodos.

Cabe mencionar que este proyecto se lleva a cabo en colaboracion con el
Laboratorio de Biologia Celular y del Desarrollo del Instituto de Fisiologia Celular
(IFC), con quienes se trabajo estrechamente para obtener las bibliotecas de scRNA-
seq de estas muestras, este grupo esta centrado en conocer las poblaciones
inmunes presentes en el cancer gastrico. Una vez secuenciadas, se realizé el
analisis bioinformatico correspondiente. El objetivo es caracterizar las relaciones

entre la topologia del genoma y la regulacion genética en el cancer gastrico difuso,
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utilizando como herramienta los datos de secuenciacion de las bibliotecas de Hi-C

y las alteraciones transcripcionales detectadas por sSCRNA-seq.

Este enfoque permitirhd proponer estrategias para la integracion de estos datos
genomicos, y continuar trabajando con mas muestras de CG en el laboratorio en el
futuro. Al detectar locus que presenten alteraciones topologicas y correlacionen con
cambios en la expresion genética, se identificardn regiones candidatas de estudio
en cancer gastrico. Estos hallazgos contribuirdn al conocimiento de los mecanismos
moleculares que subyacen a la desregulacion de la expresion de genes en esta

patologia, la cual es de gran relevancia en nuestro pais.

Planteamiento del problema

El cancer gastrico es un problema de salud publica relevante en nuestro pais ya que
representa la tercera causa de muerte por cancerl. Ademas, este padecimiento se
ha asociado con poblaciones hispanas 7, lo que podria estar relacionado con
causas genéticas. En particular el cancer gastrico de tipo difuso tiene una sobrevida
a 5 afios después del diagndstico de la enfermedad que no supera el 10%3 debido
a la falta de tratamientos dirigidos y eficaces. La heterogeneidad genética del cancer
gastrico difuso esta poco estudiada en el mundo y a la fecha no existen estudios
gue profundicen en la arquitectura gendmica y la regulacion transcripcional de esta
patologia en México. Caracterizar de manera precisa la topologia y las alteraciones
cromosOmicas que afectan la organizacibn del genoma y en consecuencia la
expresion génica en este tipo de cancer sienta las bases de conocimiento que
pueden conducir al desarrollo de mejores herramientas de diagnéstico y

tratamiento.

Hipotesis
El tumor de cancer gastrico difuso tendra alteraciones en la topologia gendmica que

afectaran la expresion de genes, en contraste con el tejido adyacente.
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Objetivo general

Identificar Dominios Topolégicamente Asociados (TADs) alterados y Variaciones
Estructurales (VE) en un tumor de cancer gastrico del tipo difuso, comparandolo con
su tejido adyacente y las células mononucleares de sangre periférica (PMBCs) del
mismo paciente. Ademas, se busca correlacionar los datos topologicos con los
datos de transcripcion obtenidos mediante sScCRNA-seq del mismo tejido tumoral y
tejido adyacente, para comenzar una caracterizacion detallada de la topologia

gendmica y su impacto en la regulacion genética en este tipo de cancer.

Objetivos Particulares

1. Estandarizacién de la técnica de Hi-C en PMBCs, tejido adyacente y cancer

gastrico difuso del mismo paciente.

2. Implementacién y estandarizacion de los flujos de trabajo bioinformatico para
identificar los TADs y VE en datos de Hi-C asi como para el andlisis de datos
de scRNA-seq.

3. Comparacion de datos de Hi-C de cancer gastrico previamente publicados
con los datos obtenidos para evaluar la eficiencia de los experimentos y la
sensibilidad de deteccion de VE.

4. Integracién de los datos obtenidos mediante Hi-C y scRNA-seq.

5. ldentificar loci relevantes para el estudio del cancer gastrico difuso tomando en

cuenta los datos topoldgicos y transcripcionales obtenidos.
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Materiales y Métodos
Obtencién de Muestras

Las muestras de tumores, el tejido adyacente y la sangre periférica se obtuvieron
de pacientes con cancer gastrico que participaron en el proyecto “Identificacién de
subtipos celulares, vias moleculares y paisajes cromosomicos asociados con la
progresion y malignidad tumoral” que se realizo en el Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) mediante un protocolo aprobado
por su comité de ética en investigacion “HEM-3274”, en el que los pacientes dieron
su consentimiento antes de ser incluidos en el presente estudio (Ver anexo de carta

de consentimiento informado).

Los criterios que se siguieron incluyen a pacientes mayores de 18 afios con
sospecha o diagnéstico de cancer gastrico epitelial, en cualquier etapa de cancer
invasor al diagnéstico (I a IV) que no hubieran recibido quimioterapia, radioterapia
u hormonoterapia previamente y sin presencia de infeccion activa, enfermedad o
tratamiento que cause inmunosupresion. Cabe mencionar que las muestras fueron
obtenidas de dos maneras, mediante la realizaciébn de endoscopia diagnostica
donde se adquirieron biopsias de los tejidos anteriormente mencionados o por la

cirugia de reseccién del tumor y tejido adyacente.

Disgregacion celular

Las muestras de los tejidos frescos provenientes de endoscopia o cirugia fueron
transportadas en medio RPMI suplementado con 10% de SFB en hielo,
aproximadamente una hora después de ser obtenidas al Instituto de Fisiologia
Celular donde fueron pesadas en seco, se eliminé el tejido que contenia sangre o
grasa y fueron cortadas cuidadosamente en trozos cercanos a 1 mm,
posteriormente fueron lavadas con PBS 1x y finalmente fueron tratadas con una

solucion rica en enzimas proteoliticas y colagenoliticas segun reporta el fabricante,
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Accumax (Merk) de 20 a 30min dependiendo de la cantidad de tejido para obtener

suspensiones de célula unica.

El nimero celular y viabilidad de estas fue evaluado mediante hematocitometro con
un volumen de 10uL de la disolucién celular conteniendo azul de tripano y por

citometria de flujo marcando las células con DAPI.

La busqueda de alta viabilidad es relevante debido a que estas células fueron
utilizadas tanto para el protocolo de Hi-C como el de scRNA-seq ya que este
proyecto se lleva a cabo en colaboracién con el Laboratorio de Biologia Celular y
del Desarrollo del IFC.

Una vez obtenida la suspension de célula Unica se procedio a realizar el ensayo de
Hi-C.

Captura conformacional cromosomal de alto rendimiento, “Hi-C”

Los volumenes utilizados en este protocolo consideran un experimento con ~1

millén de células y se utilizaron tubos LoBind debido al nimero celular.

Fijacion de la cromatina

Las células se fijaron con 2% de formaldehido por 10 min en agitacion y se frend la
reaccion con glicina 1M. Después de dos lavados con PBS 1X en hielo las células
fijadas son centrifugadas a 300 x g por 10 min a 4°C, se desech¢ el sobrenadante,

fueron congeladas con nitrogeno liquido y se almacenaron a -80°C.

Permeabilizacion y obtencion de nucleos

Las células se permeabilizaron con un buffer hipotonico (Tris-HCL pH 8 10 mM,
IGEPAL 0.2%, NaCl 5M, pepstatina 1000X, inhibidor de proteasas fluoruro de fenil-
metil-sulfonilo (PMSF) 100X y buffer litio-acetato-borato (LAB) 100X) en un volumen
de 500uL durante 30min, fueron centrifugadas a 300 x g por 10min a 4°C y se
resuspendieron en 500uL de buffer NEB2B 1X, se centrifugaron nuevamente a 300
X g por 10min a 4°C, se descarté el sobrenadante y se agregaron 50uL de una
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solucion de NEB2 1X y 0.3% de SDS, se incubaron durante 45min a 37°C sin
agitacion. Posteriormente, se agregaron 170uL de Triton X-100 al 1.14% y se

tomaron 12pL para el control “no digerido”.

Digestion de la cromatina

La cromatina fue digerida con la enzima Dpnll cuyo motivo de restriccion es
5°...GATC...3" 3'...CTAG...5", en buffer 20uL de NEB2.1 10X y se consideraron
400U de la enzima que fueron agregados en dos momentos. Primero se dejaron
200U incubando toda la noche a 37°C y al siguiente dia fueron agregadas otras
200U que se incubaron bajo las misma condiciones por 4h. Posteriormente, la
enzima fue inactivada llevando los tubos a 62°C durante 20min. En esta etapa se

tomé una alicuota de 12uL para el control “digerido”.
Biotinilacion y reparacion

Los fragmentos de ADN digeridos fueron reparados con 18.75uL de biotin-14-dATP
a 0.4 mM, 0.75uL de cada nucledtido restante a una concentracién de 0.4 mM y 8uL
de DNA Polimerasa 1 subunidad Klenow 5U/uL. La reaccion fue incubada durante

75 min a 37°C con 300 rpm de agitacion.

Ligacion por proximidad

Los fragmentos obtenidos fueron ligados in nuclei por la ADN ligasa T4. Se generé
un master mix de 768uL de agua libre de nucleasas, 150uL de NEB T4-DNA-buffer
de ligasa 10X, 120uL de Tritébn X-100 y 36uL BSA, el cual fue agregado a las
muestras en un volumen de 748uL junto con 10uL de ADN ligasa T4 (5 Weiss U/uL).
La reaccion se incubo toda la noche a 20°C.

Reversion del Crosslink

Para eliminar las proteinas y el ARN andamio que mantiene las interacciones entre

la cromatina y fueron fijados por el formaldehido, se agregaron 40uL de proteinasa
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K (10mg/mL) y 2uL de ARNasa | (10mg/mL) y se incubaron a 37°C por 2h, a 55°C

por 1 h'y se dejaron a 65°C sin agitacion toda la noche.

Extraccion del ADN por fenol/cloroformo

Se extrajo el ADN agregando 500uL de un mix de fenol-cloroformo-isoamyl alcohol
(alcohol PCI) (25:24:1) y se agitd hasta que fue obtenida una fase blanca
homogénea, se centrifugaron las muestras a 1500rpm por 10min a temperatura
ambiente y se separd en otro tubo la fase acuosa, este proceso se repitié agregando
100yL de buffer Tris-HCL 1 M EDTA 0.5 M pH 8 (TLE).

Posteriormente, se agregaron 55uL de Acetato de sodio 3M pH 5.2, 4uL de
glicbgeno 20mg/mL y 2X de etanol puro frio. Se mezcl6 por inversion y fue incubado
por 15min a -80°C. Se dejaron las muestras toda la noche a -20°C.

Al siguiente dia se centrifugaron las muestras a 15000 rpm a 4°C por 30min, se
descarté el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol frio al 70% dos veces,
centrifugando a 15000 rpm a 4°C por 10min. Fue removido el etanol y se dejé secar
el pellet, después se disolvio en 20uL de TLE (10 mM Tris-HCI, 0.1 mM EDTA) y
fué incubado por 5min a 37°C. La concentracion de ADN fue cuantificada usando

un Qubit, que calcula la concentracién de ADN por fluorescencia.

Sonicacion de las moléculas circulares

Las muestras se llevaron a un volumen de 130uL de TLE y se utiliz6 un sonicador
Covaris para obtener moléculas lineales durante 55 s a 200 ciclos por rafaga y una
amplitud (w) de 140.

Pull-Down de Biotina

Se prepararon los siguientes buffers:

2X NTB (No Tween Buffer) (10 mM de Tris-HCI pH 8, 1mM EDTA ,1M NacCl), 1X
NTB (concentraciones a la mitad).
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1XTB (Tween Buffer) (5mM de Tris-HCI pH 8, 0.5 mM EDTA, 1M NacCl, 0.05%

Tween20), 0.5X TB (concentraciones a la mitad).

Se tomaron 100uL de perlas Dynabeads MyOne Streptavidin C1 (Invitrogen) por
muestra. Las muestras fueron lavadas 2 veces con 1mL de 1X TB mezclandolas por
rotacion a temperatura ambiente por 2min. Fueron resuspendidas en 400uL de 2X
NTB, se agregaron al ADN de Hi-C y se incubaron por 30min a temperatura

ambiente en rotacion.

Las perlas fueron separadas del sobrenadante mediante una gradilla magnética y
fueron realizados 2 lavados con 400uL de 1X NTB en rotaciéon a temperatura
ambiente por 3 min. Las perlas fueron lavadas con 400uL de 0.5X TB, se incubaron
a 55°C por 3min con agitaciéon a 750rpm. Finalmente se lavaron con 100uL de 1X

buffer de ligacion (NEB) por rotacion durante 3min.

Remocidén de Biotina

Las perlas fueron resuspendidas en 6L de Buffer de ligacion 10X NEB, 2uL de 10
mM dATP y 5uL de T4 DNA polimerasa. Se incubd la reaccion a 20°C por 30min sin

rotacion.

Reparacion de extremos

Se agregaron 5uL de 10 mM de dNTPs, 6 pL de Buffer de ligacion10X NEB, 5uL de
T4 PNK (10U/uL) y 1uL de Klenow, fueron incubadas las muestras por 30min a
20°C, se lavaron las perlas con 400uL de 0.5X TB incubandose a 55°C por 3 minutos
con 750rpm de agitaciéon. Por dltimo, las perlas fueron lavadas con 100uL de 1X

NEBZ2 por rotacion durante 3min.

Posteriormente, a las muestras se les agregaron 5uL de dATP, 10uL de 10X NEB2
y 5uL de Klenow exo, se incubaron a 37°C por 30min sin rotacion, Fue removido el
sobrenadante y las perlas fueron lavadas 2 veces con 400uL de 0.5 TB incubandose
a 55°C por 3min con agitacion a 750rpm. Se lavaron las perlas con 400uL de 1X

NTB en rotacion a temperatura ambiente por 3min, fueron lavadas con 100uL de
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Buffer de ligacién 1X por rotacion a temperatura ambiente por 3min. Finalmente, se

resuspendieron las perlas en 50uL de Buffer de ligacion 1X.

Preparacién de biblioteca

Se agregaron 4L de adaptadores Truseq (15mM) y 2.4uL de ADN ligasa T4 (5U
Weiss/uL). Finalmente, el éxito de esta etapa es probado amplificando las
bibliotecas con primers para los adaptadores, se seleccionaron los tamarfos
adecuados para la secuenciacion mediante perlas SPRI (solid phase reversible
immobilization beads) y fueron comprobados por High Sensitivity D1000
ScreenTape (Agilent). Finalmente, las bibliotecas se mandaron a secuenciar en un

equipo Novaseq de ilumina para obtener un aproximado de 600 millones de lecturas.

Fijacién Digestion Rellenado y marcaje Ligacién ~  Purificacion
con biotina del ADN
OW
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— ﬁ
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de Biotina

Figura 10. Diagrama general de las etapas principales del protocolo de Hi-C. Modelo
de las formas de las moléculas involucradas (figura realizada en Biorender).
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Cabe destacar que el protocolo general de la técnica debe ser acoplado en los
volumenes utilizados dependiendo del niamero celular obtenido de los tejidos, que
regularmente es bajo para las muestras de tejidos obtenidos por biopsias y se debe
buscar el mayor desemperio para la obtencion de material genético para Hi-C.

Cultivo de las Células AGS

La linea celular AGS de adenocarcinoma gastrico con referencia de ATCC CRL-
1739, se mantuvo en cultivo con medio DMEM suplementado con 8% de suero fetal
bovino (Biowest), 2mM de L-glutamina (Biowest), 100 U/mL de penicilina-
estreptomicina (Biowest), y 2mM de piruvato de sodio (Corning). Los cultivos se
incubaron a 37°C, 5% CO:2. El mantenimiento se realiz6 cambiando de medio cada

2 dias y lavando con PBS 1x antes de colocar medio nuevo.

Cultivo de células K562

La Linea celular no adherente K562 de leucemia mieloide con referencia de ATCC
CRL-3344, se mantuvo en cultivo con medio de Dulbecco modificado de Isocove
(IMDM). Los cultivos se incubaron a 37°C, 5% CO2. EI mantenimiento se realiz6

cambiando de medio cada 2 dias desechando el medio anterior y colocando nuevo.

Metodologia experimental scRNA-seq.

Las suspensiones de células Unicas de las muestras fueron procesadas mediante
el protocolo de aislamiento basado en Droplets 10XChromium®4 que utiliza un chip

de microfluidos que encapsula (Figura 11):

Perlas individuales de gel (figura 11 A) que contienen oligonucleétidos conformados
por las siguientes unidades: 1) adaptadores (TruSeq) y primers para la
secuenciacion, 2) una secuencia barcode de 14pb que identificard a todos los
transcritos pertenecientes a una célula, 3) ldentificadores moleculares Uunicos
(UMIS) que son secuencias de 10pb cuyo propdsito es eliminar el ruido técnico
producido por las duplicas de PCR y poder identificar sin sobreestimar los transcritos

presentes en la células. Es decir cada perla de gel individual contiene un solo
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barcode pero este a su vez estad unido a una amplia gama de moléculas UMIS
(Figura 11 A). 4) un Poly(dT) de 30pb que se utilizara como primer para sintetizar el
cADN de los transcritos de ARN poliadenilado. Por otro lado, la células en
suspension, las enzimas y reactivos que llevan a cabo la reaccion de

retrotranscripciéon son cargados en otro pozo del chip (Figura 11 B%%).

Posteriormente, el glicerol que es cargado en otro pozo es empujado a través de los
micro canales por el equipo ChromiumX formando “Gemas” que contienen
individualmente una célula, una perla de gel y todos los reactivos para llevar a cabo
la retrotanscripcion dentro de la Gema. En esta etapa una emulsion parcial afecta
directamente al nimero de células y lecturas Unicas que seran obtenidas del

experimento (Figura 11 B).

Finalmente, se rompe la emulsion, se amplifica el CADN y se construye la libreria.
Dando como resultado moléculas que contienen adaptadores de secuenciacion, el
barcode de la célula a la que pertenece el transcrito, UMI que identifica que tal
molécula no pertenece a una sobreestimacion de duplicados de PCR, el inserto de
cADN y el indice de la muestra a la que pertenece. En una longitud adecuada para

la secuenciacion por llumina (Figura 11 C).
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Figura 11. Flujo de trabajo en el experimento de scRNA-seq. A) Perlas de gel que
contienen adaptadores TruSeq, barcode unico por perla, UMI (Identificadores moleculares
anicos) que permite distinguir del ruido técnico causado por las duplicas de PCR, y Poly(dT)
gue sera utilizada como primer para la reaccion de rtPCR. B) Chip de microfluidos de
Chromium 10X mostrando pozos donde se carga el glicerol (aceite), las células y las perlas
de gel. Asi como el flujo de trabajo de la generacion de librerias. C) Moléculas resultantes
del procesamiento mediante esta técnica, los elementos que las componen y que las hacen
aptas para la secuenciacién en plataformas ilumina (Modificada de Zheng et al, 201754).
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Analisis Bioinformatico

Todos los fastq fueron alineados al genoma de referencia hg38. Los datos de Ooi
et al 2020 de las librerias de Hi-C SNU16 (linea celular de CG) y T2000877 (tumor
de CG intestinal) fueron obtenidos de la base de datos del Laboratorio Europeo de
Biologia Molecular-Instituto Europeo de Bioinformatica (EMBL-EBI por sus siglas en
inglés) en el repositorio con nimero PRINA485437, para la comparacion de calidad
con los datos de Hi-C obtenidos en este trabajo.

Calidad de experimentos de Hi-C.

HICUP

Se utilizé el flujo de trabajo bioinformatico “pipeline” HICUP®8 para obtener la calidad
de las librerias de Hi-C analizadas ya que este detecta los artefactos inherentes al
experimento y la estandarizacion del protocolo es uno de los objetivos de este
trabajo.

Primero identifica los reads que corresponden a moléculas de Hi-C, ya que estas
contienen un sitio de restriccion generado por la digestion y ligacion, mediante un
moédulo del pipeline llamado hicup_truncater. Posteriormente, se mapean estos
reads al genoma de referencia utilizando indices de BOWTIE2%°, en el mddulo
hicup_mapper. Después se genera una digestion in silico del genoma de referencia
la cual se compara con los datos obtenidos en el experimento. Esto se lleva a cabo
en el modulo hicup_filter. Finalmente, se identifican los artefactos en el médulo

hicup_deduplicator (Figura 12).
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A partir de estos datos se pueden obtener el nUmero de unique-ditags y relacionar
los artefactos con etapas del protocolo, detectando donde se puede mejorar el

mismo y que tan eficiente fué el experimento mediante un reporte de control de

calidad.
Archivo FASTQ Archivo FASTQ
(Forward) (Reverse)
| hicup_truncater | | Taseenc
g I® f
| hicup_mapper | | e
refencia
E 2 3 l l E Creacion de
é Egg _>I hlcup_ﬁlter Fﬁ refe?:nn;::ig:rido
£8% E {[® [ hicup_digester |
| hicup_deduplicator |
Remocion de
artefactos ¢ ¢ E

Analisis post
HiCup

Figura 12. Diagrama de flujo de HICUP. Se muestran los archivos de entrada y de salida
requeridos para la alineacién al genoma de referencia de las secuencias de Hi-C. Ademas
de la digestion in silico requerida para la identificacion de artefactos (Modificada de Wingett
et al. 2015 %8),

Generacion de matrices de Hi-C, deteccion de CNV'y

translocaciones con HiNT™

HINT’® es un pipeline que se compone de tres médulos: HINT-Pre, HINT-CNV vy
HINT-TL. Al analizar los datos de Hi-C con este se obtiene la matriz de contactos,
la variacion del nimero de copias y las translocaciones, respectivamente. A
continuacion se describira cada modulo considerando que cada uno es un comando

del pipeline (Ver figura 13 Diagrama de flujo del pipeline).

HiNT-Pre realiza el pre-procesamiento de los datos de Hi-C llevando a cabo el
alineamiento de los pares de lecturas con BWA-MEM? (Figura 13) Siguiendo con



Pagina |49

la generacion de la matriz de contactos, almacenando las frecuencias de contacto

entre dos loci gendmicos tomando en cuenta las siguientes lecturas:

Pares de lecturas normales de Hi-C, las cuales son lecturas pareadas de
fragmentos de ADN que alinean para dos loci distintos y estan separados por un
sitio de restriccion modificado, siendo equivalentes con las unique Di-Tags antes

mencionadas (Figura 14 diagrama 1).

Pares de lecturas quiméricas no ambiguas o unambiguous chimeric pairs en
inglés. Estas corresponden a moléculas ligadas por Hi-C donde la lectura quimérica
se compone de fragmentos A y B separados por el sitio de restriccion. Sin embargo,

el otro par de lectura alinea solo con el locus B (Figura 14 diagrama 2).

Finalmente, las lecturas quiméricas ambiguas que son también producto de
ligacion entre dos fragmentos gendmicos que interaccionan, pero que existen
alineando para un locus A y C antes del sitio de restriccion modificado con un locus
B como se muestra en el diagrama 3 de la figura 14. Por lo tanto, son utiles para la

deteccion del breakpoint de las translocaciones.

La matriz resultante es un archivo .hic cuya caracteristica principal es que este
formato contiene multiples resoluciones, facilitando su visualizacion mediante
Juicebox”? un programa dedicado a estas tareas. Todas las matrices mostradas en
la seccién de deteccion de VE fueron generadas y visualizadas de esta manera.

HINT-CNV usa la matriz de contactos para predecir el nimero de copias de los
segmentos gendmicos. Brevemente, crea un perfil de cobertura a lo largo del
genoma calculando las sumas de filas o columnas de la matriz de contacto a una
resolucion fija, por ejemplo, 50 kb. Estas sumas deben estar correlacionadas con
el nUmero de copias de los contactos ya que corresponden a la fuerza de interaccién

de esa region con todas las demas regiones.

Utiliza la matriz de contactos no normalizada, porque la normalizacion de equilibrio
matricial (estableciendo la suma de cada fila 0 columna con un valor de 1) que es el
enfoque mas utilizado de normalizacion en Hi-C, no solo elimina los sesgos

inherentes al experimento como el contenido de GC, mapeabilidad y la longitud de
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los sitios de restriccion, si no también la informacion del nGmero de copias. Por lo

tanto primero se genera el perfil de cobertura y luego se eliminan los sesgos.

Finalmente, por medio del algoritmo de segmentacion BIC-seq2’® identifica las
lecturas enriquecidas o empobrecidas determinando las coordenadas de las

variaciones del numero de copias CNV.

Esto es representado en diagramas como el que se puede observar en la seccion
correspondiente a HINT-CNV de la figura 14 donde se muestra cada cromosoma,
considerando la cobertura de las lecturas presentes en la libreria de Hi-C
(Log2CopyRatio) en los intervalos log2 >= 0.3 en rojo y log2 <=-0.3 en verde son cada
uno ganancia o pérdida de nimero de copias respectivamente. También en verde
cercano a la linea cero en el intervalo entre el Log2CopyRatio (-0.3,0.3) se considera

gue no existe variacion en el nimero de copias (Figura 14 seccion HINT-CNV).

Por ultimo, el largo horizontal de cada linea representa a escala la longitud en pares
de bases de la variacion mostrando por ejemplo, en la seccion HINT-CNV de la

figura 14 el cromosoma X duplicado.

HINT-TL detecta las translocaciones analizando las interacciones
intercromosdmicas normalizadas de las matrices. En general, las probabilidades de
contacto entre dos regiones en el mismo cromosoma disminuyen con la distancia y
las interacciones intercromosémicas son menos frecuentes en comparacion con las
intracromosomicas. Cuando una translocacion intercromosomica ocurre, se observa
un aumento de probabilidad de contacto en los cuadrantes correspondientes a las
interacciones entre dos cromosomas (Figura 14 seccion HINT-TL). Para identificar
los breakpoints exactos, HINT-TL primero busca las regiones translocadas con una
resolucién gruesa de 100kbp y refina a un solo par de bases utilizando las lecturas

guiméricas ambiguas.

https://github.com/parklab/HINT
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Figura 13. Diagrama de flujo de HiNT. Se representan los archivos de entrada y de salida,
ademas de los médulos que requiere el pipeline para alinear el genoma, generar la matriz
de contacto a partir de los datos de HiC, calcular el nUmero de copias y el breakpoint a

100kb y 1bp (Modificada de Wang et al. 20207°).
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Figura 14. M6dulos de HINT. HiNT Pre genera

la matriz de contactos utilizando las

lecturas de Hi-C normales, lecturas quiméricas no ambiguas y las quiméricas ambiguas.
HINT-CNV calcula el nimero de copias partiendo de la cobertura y HiINT-TL ubica las
translocaciones primero a una resolucion gruesa de 100kb y utilizando los pares de lecturas
guiméricas ambiguas para determinar el breakpoint de la translocacion a la resolucion de
un solo par de bases (Modificada de Wang et al. 20207°).
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HiCexplorer+7

Las librerias de Hi-C SNU16, T2000877 y PMBC, tejido adyacente y tumor del
paciente 8 fueron analizadas con el pipeline HiCexplorer’4’> que contiene una
amplia gama de herramientas informaticas que permiten la generacion de matrices,

la comparacion entre bibliotecas, la identificacion y visualizacion de TADs.

Se alinean los datos de Hi-C al genoma de referencia con Bowtie2% una vez
obtenidos los archivos .bam se generan las matrices considerando el sitio de
restriccion mediante la herramienta hicBuildMatrix (Las matrices fueron
corregidas con la opcién default de HiCexplorer’#’°, False Discovery Rate “FDR”
gue detecta y descarta errores tipo 1 y requiere un valor q) y se normaliza el nUmero
de lecturas para cada matriz respecto a los datos con el nimero mas bajo de
lecturas para no sobreestimar los contactos en los analisis posteriores al comparar

entre matrices, esto se realiza con el comando hicNormalize.

Posteriormente, se corrigen las matrices respecto al numero de lecturas
consideradas por contacto de Hi-C de tal manera que no se tomen en cuenta
contactos de baja cobertura con hicCorrectMatrix. Una vez realizadas estas
normalizaciones se procedio a llamar TADs mediante hicFindTADs utilizando como
métrica el separation score o valor de separacion para asignar fronteras entre TADs
implementado en HiCexplorer’#’> este se basa en el uso del promedio del z score
de toda la matriz y define las fronteras entre TADs cuando este valor es alto y las
regiones interiores de los TADs las que tienen un puntaje minimo de separation

score’475,

Considerando el numero de unique-ditags los TADs fueron llamados a una
resolucién de 50kb. Por ultimo se utilizé hicDifferentialTAD para encontrar los
TAD’s diferenciales entre el tejido adyacente sano y el tumor del paciente 8, esta
herramienta fue utilizada con los parametros default del pipeline como se muestra
en el ejemplo de uso en su repositorio, con una p=0.05 y un modo de rechazo de
hipotesis nula (mode reject) en la opcién “one” es decir, se consideran TADs

diferenciales si al menos una region dentro del mismo tiene una p <= 0.05.
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https://hicexplorer.readthedocs.io/en/latest/content/list-of-tools.html.

Analisis Bioinforméatico de los datos de scRNA-seq.

10XCellRanger

Se analizaron los datos del tejido sano adyacente y el tumor gastrico difuso del
paciente 8 con el pipeline de 10XCellRanger que realiza mediante el comando
cellranger count, el alineamiento y una descripcion de la calidad de los datos,
ademas arroja listas de genes detectados por cluster los cuales define mediante
tSNE’® que es un algoritmo que pretende mostrar graficamente las relaciones que
guardan los datos multidimensionales de scRNA-seq (esto se describira con detalle
posteriormente) y los archivos: Features que contiene la lista de los genes que se
encontraron en las células del experimento, Barcodes que permite etiquetar los
transcritos pertenecientes a cada célula y por ultimo el archivo Matrix que contiene

el nimero de lecturas para cada uno de los transcritos detectados.

https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene
expression/software/pipelines/latest/what-is-cell-ranger

Seurat™

Tomando estos archivos se puede continuar con el andlisis de scRNA-seq con la
libreria de R Seurat’”” que permite la deteccion mediante el comando
PercentageFeatureSet y seleccidén de células Unicas y vivas respecto al porcentaje
de expresion de genes mitocondriales con el comando subset, eliminando los datos
gue contienen menos de 200 genes detectados y manteniendo los que contienen
mas de 2500 genes con un porcentaje menor al 5% de expresion de genes
mitocondriales, estos parametros son estandar para estos datos.

Sin embargo, en el caso de la muestra de origen tumoral se amplié el porcentaje de
genes mitocondriales al 2095567879 mientras que en el tejido sano se mantuvo en
5% (Ver figura 35). Estos datos se visualizaron en diagramas de violin de los genes
detectados, el numero de lecturas para cada gen y el porcentaje de genes

mitocondriales mediante el comando VInplot.


https://hicexplorer.readthedocs.io/en/latest/content/list-of-tools.html
https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene%20expression/software/pipelines/latest/what-is-cell-ranger
https://support.10xgenomics.com/single-cell-gene%20expression/software/pipelines/latest/what-is-cell-ranger
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Posteriormente se normalizaron los datos para cada biblioteca con NormalizeData
logaritmicamente, se detectan los genes ampliamente variables con
FindVariableFeatures (Ver figura 36) y se escalan mediante escaleData para hacer
comparables los datos de expresién entre si.

La multidimensionalidad en los experimentos de scRNA-seq

Siguiendo con las herramientas de Seurat y una vez normalizados los datos

respecto a su varianza se procedio con la reduccion de dimensiones.

El experimento de scRNA-seq permite conocer todos los transcritos expresados a
nivel de célula Unica en miles de células®*. Esto genera datos multidimensionales lo
cual supone un reto estadistico, ya que se vuelve dificil distinguir las diferencias de
expresion que definen a las poblaciones celulares de las diferencias inherentes a
las mismas, explicadas por variacion intercelular. Por lo tanto la reduccion de
dimensionalidad es esencial para el andlisis de datos de scRNA-seq, permitiendo la
representacion grafica en dos dimensiones de las relaciones que guardan las

células entre si, respecto a su perfil de expresion.

El analisis de componentes principales PCA es una herramienta de reduccion de
dimensiones lineal que crea nuevas variables “componentes” que buscan capturar
la mayor cantidad de variacion (informacion bioldgica) en los datos, dibujando las
relaciones globales presentes en los mismos. Esto se realizd con los comandos de
Seurat RunPCA, FindNeighbors y FindClusters.

Posteriormente, estos componentes pueden ser utilizados por otros algoritmos de
reduccion de dimensiones mas eficientes para la captura de relaciones locales como
t-SNE (T-distributed Stochastic Neighbor Embedding) y (Uniform manifold
approximation and Project). Estos se diferencian en que t-SNE es estocastico, es
decir, que las relaciones que recupera cada vez que es llevado a cabo pueden
verse afectadas en un analisis posterior, ademas no conserva las relaciones
globales de manera eficiente. Es por esto que se decidi6 realizar la reduccion de

dimensiones mediante UMAP (comando RunUMAP) que no es estocastico,
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conserva las relaciones globales correctamente y ademas es computacionalmente

mas eficiente que t-SNE.

En concreto, t-SNE es la herramienta utilizada por el pipeline 10XCellRanger y el
paguete de R Seurat’’ permite la utilizacion de UMAP. Se anotaron las identidades
celulares de los clusters definidos por UMAP con la funcién SingleR utilizando la
base de datos HeOrganAtlasData® que contiene datos de scRNA-seq de 84 mil
células provenientes de 15 tejidos distintos de un solo donante, con el fin de llamar
identidades celulares mediante las firmas transcripcionales de cada tipo celular

presente en los tejidos adyacente y tumoral del paciente 8.

Deteccion de genes diferencialmente expresados mediante MAST

Finalmente, se utilizd6 mediante Seurat al algoritmo MAST®! (Model-based analysis
of single-cell transcriptomics) optimizado para la deteccion de genes
diferencialmente expresados (GDE) entre muestras ya que recupera la informacién

de la expresion de los transcritos sin subestimarla con el comando FindMarkers.

Esto es un problema que tienen otros algoritmos que consideran tomar los datos de
scRNA-seq en bulk, ya que la expresion de transcritos entre poblaciones celulares
es distinta, al analizar los perfiles de expresion la informacién para estos transcritos
puede ser cero en un grupo de células y tener un nivel de expresion en otro grupo,
el exceso de ceros puede llevar a la expresion de ciertos transcritos biolégicamente
relevantes a un nivel negativo, por lo tanto se perderia esta informaciéon. MAST®! |o
resuelve manteniendo la expresion de todos los transcritos por arriba del negativo,

buscando no perder informacion biologica.

https://satijalab.org/seurat/

Analisis de enriquecimiento
Una vez obtenidas las listas de GDE con el algoritmo MAST®! como se describe en

la seccidon anterior, se utiliz6 la herramienta web Enrichr8?-84 para el andlisis de
enriquecimiento, que contiene 180,184 genes anotados provenientes de 102

librerias de genes. Ademas, permite la generacion de una amplia gama de


https://satijalab.org/seurat/
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ontologias, desde factores de transcripcion y enfermedades hasta relacion de los

GDE con procesos biolégicos.

En particular en el presente trabajo se manej6 la ontologia de procesos bioldgicos
que utiliza la base de datos REACTOME®>86 que tiene 14,516 interacciones entre
proteinas anotadas, donde se consideraron los procesos bioldégicos mas relevantes
en los que estan involucrados los genes sobreexpresados respecto a su score
combinado, que se define por la siguiente ecuacion: C=log(p)*z donde C es el score
combinado, p= al valor de p de la prueba exacta de Fisher y z= al valor z para la
desviacion del rango esperado®-84, En términos biol6gicos considera la importancia
de los genes en un proceso respecto a la base de datos y el valor de p ajustada que

define su significancia.

https://maayanlab.cloud/Enrichr/

Integracion de datos topologicos y transcripcionales

Para la integracidon de los datos topologicos y transcripcionales se utilizd el
visualizador de datos gendmicos Segmonk, donde se agregaron las coordenadas
de los genes diferencialmente expresados y de los TADs exclusivos del tumor
utilizando las ubicaciones gendmicas de cada dato como sondas (probes) se
pudieron realizar listas de TADs diferenciales que contenian GDE y el nimero de

GDEs contenidos en TADs diferenciales.

https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/training.html#advancedsegmonk

Las matrices de los locus que contienen los genes de las subunidades de la
cohesinay sus reguladores, fueron ploteadas con la herramienta de HiCexplorer’47>
hicPlotTADs considerando los TADs llamados previamente a 50kb de resolucién en
las matrices normalizadas y corregidas como se describe previamente, incluyendo

las coordenadas de todos los genes presentes en los locus.


https://maayanlab.cloud/Enrichr/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/training.html#advancedseqmonk
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Resultados

Conjunto de muestras obtenidas y procesamiento inicial

Las muestras recibidas en el IFC son derivadas de biopsias obtenidas por
endoscopia y en algunas ocasiones de cirugias de reseccion, estas son trasladadas
al instituto en medio RPMI con 10% de SFB colocando las muestras en hielo.
Posteriormente fueron procesadas con Accumax obteniendo disoluciones de célula
Unica, fueron contadas y calculada su viabilidad mediante la tincion con azul de
tripano en hematocitometro y por citometria de flujo utilizando un marcaje con DAPI
como se detalla en el apartado de materiales y métodos. Es importante recalcar que
el nimero celular obtenido es dependiente del tamafio y peso de la biopsia o

reseccion.

Debido a que la endoscopia es un protocolo de diagndstico, también se han recibido
muestras distintas al cancer gastrico ya que estas deben ser procesadas de
inmediato para mantener la viabilidad y el diagnéstico suele ser posterior, una vez
realizado por los patdlogos del NCMNSZ se determina si se continGa con el
protocolo. Las muestras 18 y 19 corresponden a un pélipo gastrico y a una lesion
gastrica, ejemplificando este punto (Ver tabla 1 con los datos de las muestras

procesadas).

Cabe destacar que no siempre es posible obtener todos los tejidos por condiciones
inherentes al tratamiento y salud de los pacientes. Sin embargo, estas biopsias

seran utilizadas como controles (Ver tabla 1 paciente 004).
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Tabla 1. Muestras de Cancer gastrico fijadas para Hi-C con subtipo, namero
celular y viabilidad calculada con hematocitometro y citometria.

Diagndstico Peso de la Numero Viabilidad # De
Muestra Celular células
Fijadas
para
Hi-C
001 Adenocarcinoma Tumor: Tumor: Tumor: 72% Tumor:
gastrico 0.04g 1,880,000 Tejido Sano:  ~ 1,000,000
intestinal/ Tipo  Tejido Sano:  Tejido Sano: 85% Tejido Sano:
tubular bien 0.06g 812,000 ~500,000
diferenciado
grado |
002 Adenocarcinoma Tumor: 0.7g Tumor: Tumor: 93% Tumor:
Difuso poco Tejido 10,071,000 Tejido Sano:  ~5,035,500
diferenciado con Sano:0.23g  Tejido Sano: 70% Tejido Sano:
células de anillo 1,230,000 ~615,000
de sello
004 Adenocarcinoma Tejido Sano: Tejido sano:  Tejido Sano: Tejido Sano:
de la unién 0.04g 1,248,333 68% Aln no
esofagogastrica. fijado.
Poco
diferenciado
008 Adenocarcinoma Tumor: Tumor: Tumor: 80% Tumor:
pobremente 1.01g 2,060,000 Sano: 80% 1,900,000
diferenciado del Tejido Sano: Tejido Sano: Tejido Sano:
tipo difuso 0.27g 3,700,000 3,200,000
015 Adenocarcinoma Tumor: Tumor: Tumor:72.5% Tumor:
gastrico 0.01g 276,450 Sano:86% 176,000
Tejido Sano: Tejido Sano: Tejido Sano:
0.02g 556,000 400,000
018 Pélipo gastrico Pélipo: Pélipo: P6lipo:68% Pélipo:
0.03g 1,210,000 Sano:76% 700,000
Tejido Sano: Tejido Sano: Tejido Sano:
0.02g 940,000 500,000
019 Lesion gastrica Lesion: Lesion : Lesion:73% Lesion:
no maligna 0.03g 540,000 Sano:84% 270,000
Tejido Sano: Tejido Sano: Tejido Sano:
0.14g 560,000 280,000
021 Adenocarcinoma Tumor: Tumor: Tumor:59% Tumor:
intestinal invasor 0.03g 240,000 Sano:68% 104,000
Tejido Sano: Tejido Tejido Sano:
0.03g Sano:207,000 107,000
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Cabe mencionar que las ultimas dos muestras recibidas de cancer gastrico del tipo
difuso y del tipo intestinal ademas del tejido adyacente sano correspondientes a las
muestras #34 y #35 respectivamente han sido congeladas con medio y DMSO sin
disgregar ni fijar como las biopsias anteriores ya que se busca evaluar si llevar
acabo estos procesos a posteriori permite una mejora en la viabilidad, una variable
importante en el protocolo de Hi-C y fundamental en los experimentos de scRNA-
seq a los que son sometidas estas muestras para obtener informacion integral a

cerca de la topologia de este cancer y su expresion genética.

Experimento Piloto de Hi-C en células AGS

Para estandarizar el protocolo de Hi-C modificando los volimenes necesarios para
el bajo numero celular frecuentemente obtenido de las biopsias y resecciones de
cancer gastrico (aproximadamente 1 millén o menos ver tabla 1). Se llevé a cabo el
experimento de Hi-C en el cultivo de la linea celular AGS correspondiente a un
adenocarcinoma gastrico del tipo difuso, siguiendo las condiciones descritas en
materiales y métodos. Se contdé 1 millébn de células por hematocitdmetro y estas
fueron procesadas como se describe en el apartado del protocolo de Hi-C hasta el
paso de extraccion del ADN dénde se realizaron los controles que se describiran a

continuacion.

Controles de Hi-C

Control de Ligacion

Después de la extraccion del ADN en el experimento de Hi-C se realizan controles
gue permiten conocer si los pasos posteriores a la digestion (en este caso con la
enzima de restriccion Mbol) se realizaron con éxito. Primero, se lleva acabo una
electroforesis con el ADN obtenido del rellenado, marcaje con biotina y ligacion. El
peso molecular debe visualizarse de forma similar al tamafio del ADN sin digerir
(Ver materiales y métodos). Como se muestra en la figura 15, el ADN obtenido de

las células AGS sometidas a los primeros pasos del Hi-C presenta un alto peso
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molecular (Figura 15, la banda en el carril 4 se sefiala con una flecha blanca), similar
al de un control de gendémico no digerido (Figura 15 gel A) donde ademas se observa
un barrido caracteristico de fragmentos quiméricos de menor tamafio. Este
resultado muestra que estos pasos se han realizado correctamente. Los controles
del ADN digerido y no digerido no pudieron ser observados en este experimento
debido a su baja concentracidon, aunque fueron cargados en los carriles 2 y 3 de la

figura 15.
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Figura 15. La etapa de ligacion se realizdé correctamente en el experimento con 1
millon de células AGS, control de ligacién. A) Gel ideal de ADN sin digerir y ligar. B) Gel
del material genético digerido con 125U de Mbol y ligado con 50U de T4 ADN Ligasa,
sefialado por una flecha blanca en el carril 4 de las células AGS.

Control Interno

El control interno consiste en realizar una PCR que amplifica el producto de ligacion
entre fragmentos contiguos de restriccion (Ver anexo de tabla de primers, Figura 18
"Control interno”). La ligacion entre fragmentos contiguos o muy cercanos en el
genoma lineal se lleva a cabo con alta frecuencia y representa un control de que la

reaccion de ligacién ha sucedido de manera eficiente (Ver figuras 16y 17).
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Control Interno Control Externo
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Figura 16. Diagrama de los controles interno y externo de Hi-C. lzquierda, el control
interno busca recuperar una interaccion conocida entre fragmentos de restriccion contiguos
gue se explica por cercania en secuencia. Derecha, el control externo esta disefiado para
recuperar una interaccion lejana conocida que tiene relevancia biolégica, mostrando que el
experimento fue exitoso (Leyendas A y B representan loci, flechas negras indican la
direccionalidad de las moléculas de ADN, flecha punteada indica interaccion lejana y
finalmente, las flechas rojas indican loci interactuando en una asa de cromatina. Figura
generada en Biorender).

El amplicon del control interno disefiado en este experimento genera un producto
de 186pb (Figura 18 carril 1 "Int S/D” y diagrama A). Ademas, estos fueron digeridos
con la enzima Mbo1l ya que el rellenado del sitio de corte con esta enzima genera 2
sitios de restriccidon para la misma (Figura 17 C rellenado y marcaje con biotinay D
ligacibn) y a su vez se genera un sitio de restriccion para la enzima Clal
5ATCGAT3" 3'TAGCTAS5  (Figura 17 E diagrama del fragmento quimérico

obtenido).
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Figura 17. Diagrama de los nucleétidos involucrados en la digestion, rellenado y ligacién en
el protocolo de Hi-C usando la enzima de restriccion Dpnll. E) Se muestra la obtencién del sitio
de restriccidn de Clal al tener dos sitios de restriccion de Dpnll. La biotina de la adenina se muestra
con una esfera amarilla. Cada inciso presenta el diagrama de cada uno de los pasos en el nicleo
celular (figura generada en Biorender).

La digestion con Clal nos permite evaluar si el rellenado de nucleétidos y por lo
tanto el marcaje con biotina se llevé a cabo de manera eficiente. Al digerir el
amplicon con esta enzima se obtuvieron fragmentos del37 pb y 49 pb (Figura 18
gel de material de Hi-C de células AGS digerido Mbo1l "Int Mbo1” y Clal "Int Cla1”

segundo Y tercer carril respectivamente y diagrama A).
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Figura 18. El experimento piloto de Hi-C en Células AGS ha sido digerido y ligado
correctamente. Gel de electroforesis del material genético quimérico de las Células AGS
amplificado para el control interno del lado izquierdo del gel carriles 1,2 y 3 dénde fue
digerido con Mbol y Clal y del lado derecho la amplificacion para un cluster de histonas
del cromosoma 6 donde también se obtienen las digestiones esperadas por Mbol y Clal
carriles 7 y 8, también se marcan las bandas relevantes con flechas blancas. Los diagramas
A y B representan las longitudes de los fragmentos obtenidos por la digestion (Imagen
generada en Biorender.com).

Por lo tanto, el rellenado con biotina y la ligacion ocurrieron de manera correcta en
este experimento.

Control de amplificacion de una interaccion de largo alcance

Para comprobar si con el material genético obtenido después de la digestion y
ligacion se pueden recuperar interacciones conocidas a larga distancia en el
genoma, se llevé a cabo una PCR donde se utilizaron oligos disefiados para
amplificar productos de ligacidn entre los fragmentos de restriccion que contienen a
los genes de histonas (Ver anexo de tabla de primers, Figura 18 "Control externo”),
distribuidos en el cromosoma 6 a ~1Mb de distancia (Figura 16, Control Externo).
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La amplificacion de este producto de ligacién genera un amplicén de 410 pb (cuarto
carril en la figura 18 "Hist S/D” y diagrama B). Al digerir el amplicén con Mbol y
Clal se obtuvieron fragmentos esperados de 290 pb y 120 pb en los carriles séptimo
y octavo de la figura 18 (Hist Mbol y Clal respectivamente) las bandas estan

marcadas con flechas blancas y el diagrama B representa los fragmentos obtenidos.

Por lo tanto, se concluye que el experimento fue exitoso, ya que se recuperan
interacciones de largo alcance con relevancia biologica, no solo interacciones

inherentes a la cercania entre loci como se muestra en la seccidn anterior.

Una vez obtenidos los controles que confirman el rellenado de los fragmentos con

biotina-dATP y la ligacion de los fragmentos se continud con el experimento.

Preparacion de biblioteca para secuenciacion

Brevemente, se llevaron a cabo los pasos de la sonicacién de las moléculas para
obtener fragmentos de DNA pequefios y que puedan ser secuenciados en una
plataforma ilumina, el pulldown de biotina que nos permite tener un filtrado selectivo
de solo los fragmentos quiméricos marcados con biotina-dATP y la preparacion de
las bibliotecas para secuenciacion masiva (ver seccion de materiales y métodos.
Figura 10).

En este punto, como control se realiza un experimento de PCR con primers que
reconocen las secuencias de los adaptadores Tru-seq (Ver Anexo “primers para
adaptadores Tru-Seq”). El resultado esperado es un barrido caracteristico que
representa la coleccion de moléculas obtenidas. Sin embargo, aunque se repitio el
experimento dos veces con la ligasa T4 de la casa comercial NEB y una vez se
realizd con la ligasa T4 de la casa comercial ThermoScientific no fue posible
amplificar la biblioteca. En el gel de la figura 19 se puede observar en los carriles 2
y 3 el barrido esperado, estas son librerias derivadas de otros experimentos exitosos
utilizados como control, en los carriles 4 y 5 se coloco la biblioteca derivada del
experimento realizado con 1 millon de células AGS donde no se observa el barrido

esperado.
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Figura 19. La amplificacion con primers para adaptadores Tru-Seq del experimento
piloto de Hi-C en Células AGS no se llevo acabo. Se observa el barrido esperado en los
carriles 2 y 3 con librerias control, los carriles 4 y 5 correspondientes a la libreria de AGS
por duplicado no amplificaron, mostrando que la ligacién de los adaptadores no fue exitosa.

En conjunto, este experimento piloto validé el éxito en las primeras etapas de Hi-C:
fijacion, digestion, rellenado y marcaje con biotina, ligacion, purificacion del ADN y
sonicacioén, al lograr llevarse a cabo con una cantidad de ADN equivalente a la
esperada en las muestras de pacientes. Esto respalda la correcta estandarizacion

de estos pasos, incluyendo las concentraciones de reactivos utilizados en la técnica.

No obstante, durante las etapas finales de Pull-Down de biotina y preparacion de la
libreria, se encontraron dificultades, como se ha explicado anteriormente (Ver figura

19). Por lo tanto se decidio llevar acabo un nuevo experimento.
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Experimento de Hi-C con 5 millones de células AGS y K562

En el experimento con 5 millones de células AGS se utiliz6 como control un
experimento igual en disefio que se realiz6 a la par con la linea celular de leucemia
mieloide K562, a la cual se le ha realizado Hi-C en el laboratorio anteriormente de
manera exitosa. Con la finalidad de descartar alguna particularidad de la linea

celular AGS que afecte la eficiencia del Hi-C.

Como primer paso, se realizé una prueba de digestion de las enzimas Mbol y Dpnll
sobre ADN gendmico de la linea celular K562 para mostrar su efectividad, la cual
fue la esperada para cada enzima al ver un barrido caracteristico de la digestion del
material genético por parte de estas enzimas (Ver Figura 20 gel A materiales
digerido “D” carriles 1,3 y no digerido “ND” carriles 2,4 para cada enzima). Cabe
destacar que el motivo de corte de estas enzimas es el mismo 5°...GATC...3’
3"...CTAG...5.

Se llevo a cabo la digestion del material genético extraido de las células AGS y K562
con la enzima Dpnll que como se mencion6 anteriormente tiene un sitio de corte
igual a Mbol. Finalmente, se corri6 el gel correspondiente y se observo la eficiencia
de la digestion esperada para ambos materiales tratados por Hi-C (Ver Figura 20
gel B, con los materiales digerido “D” y no digerido “ND” de las células AGS y K562).

Por lo tanto se prosigui6 con el protocolo de Hi-C utilizando la enzima Dpnll.
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) ADN geKn%rgico K562 ADN Hi-C
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Figura 20. Las enzimas de restricciéon utilizadas para el protocolo de Hi-C son
eficientes. A) Primer carril material digerido con Mbo1l y el no digerido en el carril 2, ademas
del material digerido y no digerido del del ADN gendmico de K562 con Dpnll, carriles 3y 4
respectivamente. Se puede observar el barrido caracteristico de la digestion en ambos
casos comprobando que las enzimas funcionan correctamente. B) Material no digerido y
digerido de la linea celular K562 carriles 2 y 3 y en carriles 5 y 6 material de células AGS
ambas con el tratamiento de Hi-C, donde se puede observar la digestién eficiente esperada.
Posteriormente, se evaluaron los controles interno y externo como se ha
mencionado anteriormente para cada uno de los experimentos ademas de digerir
estas reacciones de PCR con la enzima Clal como se muestra en la figura 21 (Ver
anexo de tabla de primers, Figura 21). Sin embargo para el caso de AGS no se
obtuvieron los fragmentos esperados después de la digestion para el control interno
de 290 y 229 pb pero se recuperé la banda de 519 pb mostrando una digestion
ineficiente. Por otro lado, en el experimento control con K562 si se pudieron
observar estas bandas de 290 pb y 229 pb para el control interno como se muestra
en el carril 4 de la figura 16. En el caso de los controles de interaccion externos se
muestra el mismo fendmeno, no recuperando los fragmentos esperados de 274 y

290 pb en el caso del Hi-C de AGS (carril 3 de la figura 21) y recuperando los
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fragmentos esperados en el caso de K562 de 278 y 229 pb, como se muestra en el
carril 5.

Tomando estos resultados en conjunto se puede concluir que los pasos del
digestion y ligacion en el Hi-C de la linea celular AGS no ocurrieron correctamente

por lo tanto no se siguié con el experimento.

Figura 21. Experimento con cinco millones de células AGS y K562 controles interno
y externo digeridos con Clal. No se recuperan los fragmentos esperados en el Hi-C de
las células AGS en ambos casos, carriles 2 y 3. Sin embargo en ambos controles para el
Hi-C de K562 se observan los fragmentos esperados después de la digestion, carriles 4 y
5.

Debido a que este experimento y el anterior confirman que ya se tenian
estandarizadas las etapas principales del Hi-C y tomados en conjunto muestran que
la técnica era eficiente al ser realizada, se prosiguié con el experimento de Hi-C en
una biopsia de cancer gastrico difuso, el tejido adyacente al tumor y las PMBCs del

mismo paciente.
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Experimento de Hi-C en las muestras obtenidas del paciente 8.
Adenocarcinoma gastrico del tipo difuso

Después de llevar a cabo los experimentos previos para estandarizar las etapas
principales del Hi-C, se procedid a trabajar con una muestra de adenocarcinoma
gastrico del tipo difuso, especificamente del paciente 8, cuyos detalles se
encuentran en la tabla 1. Es importante destacar que la viabilidad del tejido
adyacente y del tumor se estimoé en un 80%, con un total de 1,900,000 y 3,200,000

células, respectivamente.

Debido a la cantidad de células en la muestra de tumor y tejido adyacente, se opto
por utilizar las células mononucleares de sangre periférica (PMBCs) del mismo
paciente para llevar a cabo los controles mencionados en la seccién anterior durante
la realizacion de este experimento. Las PMBCs presentaban una viabilidad

calculada del 80% y un numero celular de 2,000,000.

El objetivo principal de este trabajo es estandarizar la técnica de captura
conformacional cromosomal de alto rendimiento Hi-C en muestras de pacientes con
cancer gastrico difuso. Las muestras del paciente 8 son ideales para este propésito,
en primer lugar, debido al nUmero y viabilidad celular adecuada del tejido adyacente,
el tumor de cancer gastrico difuso y las PMBCs, como se evidencié en los
experimentos previos. Ademas, estas células provenientes de las mismas muestras
se utilizaron también para el protocolo de scRNA-seq, donde la viabilidad puede ser
un factor limitante (ver resultados en secciones posteriores). En conjunto, estos
experimentos permitieron comprender la topologia del genoma y su impacto en la

expresion genética de las muestras mencionadas anteriormente.
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Una vez realizados los pasos de fijacion, digestion con Dpnll, rellenado, marcaje
con biotina y purificacion del ADN (ver figura 10), se obtuvieron 500 ng de ADN para
las PMBCs, 150 ng de ADN para el tejido sano y 200 ng de ADN para el tumor.

La prueba para observar el material genético ligado se llevé a cabo solo en el caso
de PMBC como se muestra en el carril 8 de la figura 22 donde se observa la banda
de alto peso molecular esperada con un barrido que representa la poblacion de los
fragmentos quiméricos obtenidos por la ligacion. Los controles de digestion no se
pudieron observar debido al poco material obtenido y cargado (carriles 3, 5, 6 para

material No digerido “ND” y digerido “D Dpnll” respectivamente).

Figura 22. El experimento de Hi-C en las células PMBCs se lig6 correctamente.
Material no digerido “ND”, digerido“D Dpnll” y ligado “Ligado T4” de las PMBC del paciente
8. No se observo el material digerido y no digerido debido a la concentracién del material
obtenido. Sin embargo, se recuperd el material de alto peso molecular con un barrido
esperado después de la ligacion en el carril 8.

Posteriormente se continud con la sonicacion y el pulldown de biotina para las tres
muestras, ademas se les ligaron los adaptadores para secuenciacién Tru-seq como
parte de la preparacion de la biblioteca, se comprobé que los primers para los
adaptadores eran capaces de amplificar la biblioteca de las PMBCs (Ver Anexo
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“primers para adaptadores Tru-Seq”) y se utilizo la misma para determinar el nimero
de ciclos de amplificacion que se utilizaron para las bibliotecas del tejido adyacente

y el tumor (Figura 23).

El racional de esta etapa es que se utilizan el numero de ciclos donde la biblioteca
se observe ligeramente en el gel de agarosa y se espera una coleccion de
moléculas “barrido” entre 400 pb y 1000 pb, al elegir el menor nimero de siclos se
evitan moléculas no informativas derivadas de la sobre amplificacion de la

biblioteca.

Amplificando la libreria de PMBCs 6, 7, 8 y 9 ciclos, se determin6 que los ciclos

Optimos para todas las librerias (PMBCs, tejido adyacente y tumor) serian 7.

Figura 23. Determinacion de ciclos de amplificacion 6ptimos para la biblioteca de
PMBCs. PCR de 6, 7, 8 y 9 ciclos de la libreria de las PMBC. Esta amplificacion permite
determinar el nimero de ciclos 6ptimos para la amplificacion de la libreria evitando daplicas
de PCR quedandose con los ciclos donde se marca ligeramente la biblioteca, 7 ciclos en
este caso. Este dato se utiliz6 para amplificar las librerias del tejido adyacente y tumor del
paciente 8.
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Una vez amplificadas todas las librerias se realizé una seleccion de tamafios de las
moléculas mediante SPRI beads para obtener moléculas cercanas a 500pb que son

del tamafio adecuado para la secuenciacion.

Se tomaron 2uL de cada una de las librerias (PMBCs, tejido adyacente y tumor) se
amplificaron y se digiri6 la mitad de la reaccién de PCR con Clal esperando un
cambié en el tamafio de las moléculas “barrido” hacia menores pesos moleculares,
comprobando asi que la poblacion fue digerida y ligada correctamente (Ver seccién

de controles de Hi-C, Figura 17) como se muestra en la figura 24.

Figura 24. Control de digestién con Clal de las bibliotecas de Hi-C del paciente 8. En
el gel se observan las librerias sin digerir (SD) y digeridas (Clal) para las muestras
correspondientes a PMBCs, Tejido Adyacente y Tumor del paciente 8 con adenocarcinoma
difuso. En todos los casos se observa un corrimiento del barrido hacia pesos moleculares
inferiores mostrando que la digestion procedié adecuadamente y en consecuencia
reflejando el éxito del experimento (Marcador de peso molecular MPM carril 1 de 100 pb).
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Finalmente, para confirmar el tamafio y concentracion de las librerias una muestra
de estas fue analizada por High Sensitivity D1000 ScreenTape obteniendo
moléculas con una media de 484 pb para la libreria de PMBC, 500 pb para el tejido
sanoy 417 pb para el tumor como se muestra en la figura 25. Estas concentraciones
y tamafios son adecuados, por lo cual se procedio a secuenciar todas las muestras

en una plataforma ilumina de forma pareada con lecturas de 150 pb.
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Figura 25. La seleccién de tamafios de las bibliotecas de Hi-C por SPRI beads fue
optima. Tape de las librerias A) PMBC, B) tejido adyacente y C) tumor del paciente 8.
Mostrando la concentracién y el tamafio esperado para las mismas en el histograma central,
mientras que los picos a ambos lados muestran los marcadores de peso molecular de 25
pb y 1500 pb, respectivamente.
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Analisis Bioinformatico

Control de calidad HiCUP

Las muestras del paciente 8 se secuenciaron obteniendo de manera pareada
548,022,870 de lecturas para PMBC, 547,416,878 para el tejido adyacente y
622,401,490 para el tumor.

Estos datos fueron analizados mediante el pipeline HiICUP®% el cual permite
distinguir los errores asociados a la secuenciacion tales como las lecturas muy
cortas para ser mapeadas, lecturas que se alinean multiples veces o que no se
alinean al genoma de referencia. En particular para las librerias de Hi-C existen
multiples lecturas que no son informativas, pero que son inherentes a la naturaleza
del experimento y son identificadas mediante los sitios de restriccion fusionados
obtenidos después de la digestion, rellenado y ligacion (ver figuras 10 y 17) las

cuales seran descritas a continuacion.

Primero, las lecturas informativas en los experimentos de Hi-C son denominadas en
inglés como uniqueDi-tags® o Interacciones de Hi-C’* dependiendo del autor y
estas corresponden a los fragmentos obtenidos después de la fijacion, digestion y
ligacién del genoma. Por lo tanto, deben contener la fusion de dos fragmentos de
ADN diferentes, separadas por un sitio de restriccion modificado como se muestra
en la figura 17 en el indice E. Ademas, deben estar separados por una distancia
gendmica lineal relevante en cis o trans para poder atribuir su cercania espacial a
la organizacion tridimensional del genoma y no solo a su proximidad en secuencia

(diagrama en la Figura 26 A).

De manera contraria los fragmentos de religacion son consecuencia de la
cercania, representando interacciones entre regiones gendémicas contiguas
detectadas por HICUP mediante los sitios de restriccion modificados, siendo
productos de religacidon que no aportan informacion estructural (diagrama en la
Figura 26 B).
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Otros artefactos encontrados en las librerias de Hi-C incluyen a los fragmentos
circulares se generan a partir de una region digerida que se ligé sobre si misma
pero que es recuperada en la libreria mediante el pull-down ya que fue reparado
con adenina biotinilada durante la etapa de rellenado (diagrama en la Figura 26 C).

Sin embargo, HiICUP los descarta ya que solo mapean a un locus.

Este artefacto tiene como causa un error en la fijacion del genoma, aumentando la
distancia entre sitios de restriccion lo que disminuye la probabilidad de las moléculas

de ADN digeridas de ligarse con otras mas lejanas®®.

Ademas, los fragmentos digeridos pero no ligados con otro locus pueden unirse con
los adaptadores de secuenciacion representando otra poblacion no informativa en
las librerias de Hi-C estos pueden ser identificados por HICUP ya que algunos
contienen un sitio de restriccion y se denominan Extremos Colgantes (Dangling
end en inglés) (Figura 26 D) y estan relacionados con una remocion ineficiente de
biotina. Por el contrario los fragmentos que no contienen sitios de restriccion se les
nombra Fragmentos Internos los cuales teéricamente no contienen la adenina
biotinilada ya que esta se incorpora en los sitios de restriccién (Figura 26 E, ver
figura 10) una alta proporcién de estos sugiere un pull-down ineficiente o la digestion

en sitios no candnicos (Figura 10, ver Materiales y métodos, Protocolo de HiC).

Algunas interacciones pueden estar sobre representadas debido a duplicas de
PCR (Figura 26 F) HiCup las detecta ya representan moléculas que comprenden
los mismos loci y con la misma extension, esto esté relacionado con los ciclos de

PCR utilizados en la amplificacion de la libreria (Ver figura 23).

Por ultimo, la validacién del tamafio de las interacciones de Hi-C se lleva a cabo
colocando los di-tags alineados en el genoma de referencia digerido in-silico, lo cual
permite calcular la longitud tedrica de las interacciones de Hi-C vy elimina aquellas

gue salen del rango esperado, llamadas aqui wrong size (Figura 26 G).
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Las explicaciones para estas discrepancias de tamafo incluyen di-tags con
multiples fragmentos internos, extremos colgantes o la pérdida o ganancia de sitios
de restriccion en la muestra biolégica que no se encuentran en el genoma de

referencia®®.

iniy — I
1 I — 1 .
- 45 P —
Trans 3 4
A) di-tags validos B) Secuencias contiguas

\ / Genoma digerido
] r ] . .| I—'
2 3 4
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2 (autoligacién) colgantes T'
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i*? 4 - = 4 4
2 E) Fragmentos internos 2 ‘
C) Circularizacién F) Duplicas de PCR
%5 d1
G) Tamaio incorrecto \
: — : —
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4
2 d1+d2
No son del tamaiio
esperado

Figura 26. Diagramas de la diversidad de moléculas encontradas por HiCup en las
librerias de Hi-C partiendo de un fragmento de genoma digerido. A) di-tags validos o
unique di-tags moléculas informativas de Hi-C. B) fragmentos de religacién entre
secuencias contiguas. C) fragmentos circulares ligados sobre si mismos. D) Extremos
colgantes o dangling ends, fragmentos no ligados con otros locus que contienen un sitio
de restriccion y fueron secuenciados. E) fragmentos internos que no contienen sitio de
restriccion pero no son eliminados por el pull-down. F) duplicas de PCR derivadas de la
amplificacion de la libreria. G) lecturas de tamafio equivocado o wrong size que se desvian
del tamafio tedrico esperado por ganancia o pérdida de sitios de restriccion en la muestra
biol6gica (Modificada de Wingett et al. 2015°%).
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Comparacion entre librerias de Hi-C de CG publicadas

Ademas de los datos de Hi-C de los tejidos del paciente 8, también fueron
analizados los datos de Hi-C generados por el grupo de Ooi et al. en 2020 que
comprenden la linea celular de carcinoma gastrico humano SNU16 y un tumor de

cancer gastrico del tipo intestinal, al que el grupo denominé T2000877.

El racional de este andlisis es la comparacion de experimentos equivalentes
(Bibliotecas de Hi-C de PMBCs, tejido adyacente y tumor de CG difuso del paciente
8 con las bibliotecas de Hi-C SNU-16 y T2000877) en muestras biolégicas de esta
patologia. Asimismo, siendo el trabajo Ooi el Unico reportado con estas
caracteristicas se vuelve el referente en distintas dimensiones, por mencionar
alguna, el desempefio de la obtencion de informacion topolégica mediante el
protocolo de Hi-C en tumores de cancer gastrico, estas comparaciones se

mostraran en lo sucesivo.

Reportes de HICUP

A continuacion, se mostraran y compararan los resultados obtenidos de los reportes
de HiCUP realizados sobre los datos de Ooi SNU16 y T200087 y para los tejidos
del paciente 8 PMBCs, tejido adyacente y Tumor.

Biblioteca de Hi-C, SNU16

Como se menciona anteriormente SNU16 es una linea celular de carcinoma gastrico
humano. En este trabajo se tomé como punto de comparacién la biblioteca de Hi-C
SNU16 generada por Ooi et al. 20207 ya que presenta datos con poca presencia de
artefactos de Hi-C, hablando de una alta eficiencia en el experimento. Cabe
mencionar que de todos los experimentos de Hi-C aqui analizados es el Gnico que
no pertenece a un tejido, por lo tanto se espera que la viabilidad y el nimero celular

no hayan sido factores limitantes para llevarse a cabo el protocolo de Hi-C.
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En este experimento previamente publicado se secuenciaron 322,952,414 de
lecturas pareadas, de las cuales las lecturas no truncadas, que corresponden a
alineamientos Unicos y pareados las cuales son las lecturas utilizadas para los
posteriores analisis son 228,436,024 de estas 210,838,375 de lecturas son pares
validos de Hi-C (Figura 27) con solo un 2.5% de religacion y un 2.1% de fragmentos
internos como artefactos de Hi-C con mayor representacion en la libreria lo cual
muestra cierta presencia de estas moléculas incluso en un experimento eficiente
(figura 23).

Por ultimo, 170,347,914 de lecturas pertenecen a Unique-Ditags un 80% de los
pares validos, los cuales estdn compuestos por 13.8% de interacciones en cis
cercanas <10 kbp, 74.0% de interacciones en cis lejanas >10 kbp y finalmente
12.2% de interacciones en trans. Ejemplificando el comportamiento general de las
librerias de Hi-C fijadas con formaldehido donde se espera un mayor nimero de
interacciones en cis lejanas, uno menor de cis cercanas y por Ultimo las menores

interacciones en trans (Figura 29).

Biblioteca de Hi-C, T200087

Una comparacion mas cercana en origen y condiciones a los tejidos del paciente 8
es la biblioteca de Hi-C del tumor de cancer gastrico T200087 generada por Ooi et
al. 20207 y previamente publicada, cuya libreria de Hi-C al ser analizada con HiCUP
contuvo 337,626,389 de lecturas pareadas, de las cuales 107,402,087
corresponden a lecturas no truncadas, alineamientos Unicos y pareadas (el
subgrupo necesario para continuar con el analisis) siendo el 55.4% de las lecturas

totales. Se detectaron 107,402,087 de pares validos para Hi-C (Figura 27).

Los artefactos de Hi-C para los datos del tumor T200087 ocuparon una parte
importante de los pares validos. Siendo los mas relevantes en magnitud la religaciéon
con 16.5%, los fragmentos internos con 10.5%, los fragmentos de tamafio
equivocado o wrong size con 6.9% y por ultimo un 6.0% perteneciente a la religacion
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entre fragmentos contiguos (Figura 28). En conjunto, estos datos hacen referencia
a la etapa de fijacion y pull-down con el porcentaje de religacion, fragmentos
contiguos y fragmentos internos respectivamente. Ademas, las lecturas de tamafio
equivocado pueden relacionarse con nuevos sitios de digestién no considerados en

el genoma de referencia derivados de la inestabilidad genémica de este tumor4?°.

Sin embargo, mas alla de los errores que se pudieron haber suscitado durante el
desarrollo de este protocolo y tomando en cuenta los datos que se mostraran
posteriormente en la seccion dedicada al analisis de calidad de la libreria de Hi-C
del tejido sano del estbmago del paciente 8 de la cual se conoce el nimero y la
viabilidad de la muestra se hace la observacion de que los artefactos encontrados
en estas dos librerias T200087 y tejido sano pueden estar relacionados con el
namero celular y viabilidad de manera mas importante que con errores en el
protocolo, sobre todo considerando que las librerias de Hi-C generadas para los
tejidos del paciente 8 fueron realizadas con idéntico protocolo en pasos y
concentraciones en particular para este punto en la fijacién con formaldehido y el

pull-down de las moléculas biotiniladas.

Finalmente, el 82.15% de los pares validos 88,230,471 de lecturas corresponden a
uniqueDi-tags los cuales incluyen un 22.7% de interacciones en cis cercanas <10
kbp, 59.7% de interacciones en cis lejanas >10 kbp y 17.7% de interacciones en

trans (Figura 29).

Biblioteca de Hi-C, PMBCs

En las células PMBC del paciente 8 se obtuvieron 548,022,870 de lecturas
pareadas, de las cuales 384,238,880 corresponden a lecturas no truncadas,
alineamientos Unicos y pareados las lecturas utiles para en analisis de los
experimentos de Hi-C. Representando el 70% de éstas (Figura 27). 289,050,601 de
lecturas pertenecen a pares validos de Hi-C una vez filtrados de los artefactos

anteriormente mencionados.
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Los artefactos mas representados en la libreria corresponden a la religacion de
fragmentos cercanos con 13.6% y religacion de fragmentos contiguos con 7.4% de
las lecturas pareadas respectivamente (Figura 28), esto esté relacionado con el
tiempo de fijacion del material genético como de describe en la seccion anterior. Sin

embargo, la eficiencia es suficiente para la obtencion de datos topologicos.

Una vez eliminadas las duplicas de PCR se obtuvieron 211,814,183 de uniqueDi-
tags siendo el 73.28% de las lectura vélidas para Hi-C conteniendo un 24.5% de
interacciones en cis cercanas <10 kbp, 42.1% de interacciones en cis lejanas >10

kbp y finalmente 33.4% de interacciones en trans (Figura 29).

Biblioteca de Hi-C, Tejido adyacente sano

En el tejido sano del paciente 8 se secuenciaron 547,416,878 de lecturas pareadas,
de las cuales el 61.1% son lecturas pareadas y 219,369,249 de lecturas son pares
validos de Hi-C (Figura 27).

Respecto a los artefactos de Hi-C se encontré un 11.7% de religacion, 8.6% de
fragmentos internos, 6.1% de fragmentos circularizados y un 3.5% de extremos
colgantes (Figura 28). Si bien estos artefactos de Hi-C estan relacionados a cierta
ineficiencia en la ligacién y durante el pull-down de biotina®. Cabe mencionar que
el protocolo seguido para el procesamiento de este tejido fue el mismo para las
PMBC y el tumor en las cuales no se observa una prevalencia importante de
fragmentos internos, que como se menciona anteriormente estan relacionados con
ineficiencia en el pull-down al mantener en la libreria moléculas de ADN sin adenina
biotinilada o bien por digestion en sitios no canénicos donde la adenina biotinilada

si es incorporada.

Realizando la comparacion con el experimento del grupo de Ooi, el tumor de cancer
gastrico T20008777 se observa en este la presencia de fragmentos internos que

comprenden un 10.5% de los pares validos. Por lo tanto una posible explicacion es
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gue estas secuencias estén con la inestabilidad gendmica de los tumores de cancer
gastrico. Sin embargo, hacen falta mas experimentos de este tipo para apoyar esta

observacion.

Finalmente, los Unique Di-Tags para el tejido sano del paciente 8 son 146,983,405
de lecturas representando el 67% de los pares validos. Estos estan conformados
por un 28.8% de interacciones en cis cercanas <10 kbp, 43.8% de interacciones en
cis lejanas >10 kbp y 27.4% de interacciones en trans (Figura 29).

Biblioteca de Hi-C, Tumor

En el tumor de cancer gastrico del tipo difuso del paciente 8 fueron secuenciadas
622,401,490 de lecturas pareadas, 66.6% de estas son pareadas y 331,454,276 de
lecturas resultaron pares vélidos de Hi-C (Figura 27).

Respecto a los artefactos los principales en este experimento fueron la religacion
con 8.4% y los fragmentos circulares con 5.5% que refieren a la etapa de fijacién
(Figura 28).

Pese a esto, el numero de Unique-Ditags corresponde a 238,862,489 de lecturas
de las cuales el 21.7% son interacciones cis cercanas <10 kbp, 46.6% de
interacciones en cis lejanas >10 kbp y 31.7% de interacciones en trans (Figura 29).

En conjunto, son datos suficientes para el andlisis topoldgico. Cabe resaltar que en
general las bibliotecas del paciente 8 presentan mas interacciones en trans si se les
compara con las bibliotecas de Ooi. Aunque, se mantiene la generalidad de una
mayor cantidad de interacciones en cis que en trans en ambos sets de datos, este
resultado puede estar relacionado con la viabilidad de las células del paciente 8 ya

que la muerte celular puede enriquecer las interacciones en trans?'e.
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Lecturas totales 322,952,414 337,626,389 548,022,870 547,416,878 622,401,490
Lecturas 228,436,024 186,964,793 384,238,880 334,215,082 414,308,309
pareadas

Pares validos 210,838,375 107,402,087 289,050,601 219,369,249 331,454,276
Unique-Ditags 170,347,914 88,230,471 211,814,183 146,983,405 238,862,489
Porcentaje de 80.80% 82.15% 73.28% 67.00% 72.6%

Unique Di-Tags

HEl | ecturas totales
B3 Lecturas Pareadas

Ea Pares Validos

810 Unique Di-Tags
x —

6x108

4x108- . -

2x108+

Millones de Lecturas

SNU16T2000877 PMBC SANO TUMOR

Figura 27. Reporte de lecturas para las librerias de Hi-C generado por HiCUP, datos
del grupo de Ooi vy tejidos del paciente 8. Arriba, tabla de Lecturas totales
secuenciadas para cada libreria. Lecturas pareadas donde se engloban las lecturas de
alineamientos Unicos, no truncadas y pareadas. Pares validos, es decir lecturas de Hi-C
detectadas por un sitio de restriccion modificado uniendo dos fragmentos de ADN que
mapean a dos locus distintos, ademas filtradas de los artefactos inherentes al protocolo.
Unique Di-tags, lecturas de Hi-C filtradas de las duplicas de PCR, mostrando el porcentaje
de estas respecto a los pares validos en la Ultima fila de la tabla. Abajo, comparacion de
cada rublo entre las librerias analizadas mostrando la disminucién de lecturas después del
filtrado hasta los Unique Di-tags que seran las lecturas Gtiles para los andlisis posteriores.
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SNU16 T2000877
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Same Fragment - Dangling End

N
N

AN

Same Fragment - Circularised

Same Fragment - Circularised Same Fragment - Dangling Ends

Same Fragment - Circularised — .
Valid Pairs.

\ Valid Pairs \
Valid Pairs

Pares validos 210,838,375 107,402,087 289,050,601 219,369,249 331,454,276

Religacién 5,653,217 30,841,604 52,344,552 39,056,526 34,857,587
2.5% 16.5% 13.5% 11.7% 8.5%
Religacion de 2,681,300 11,130,269 28,491,125 8,062,586 6,947,532
fragmento 2.1% 6.0% 7.4% 2.4% 1.7%
contiguo
Fragmentos 106,853 409,775 3,971,161 20,408,220 22,825,366
circulares 0.0% 0.2% 1.0% 6.1% 5.5%

Fragmentos 4,694,866 19,582,700 5,805,734 28,708,406 9,637,122
Internos 2.1% 10.5% 1.5% 8.6% 2.3%

Figura 28. Porcentaje de artefactos de Hi-C en cada libreria analizada respecto a las
lecturas pareadas. Arriba, graficos de pastel de la representacion de cada artefacto. Se
observa una clara presencia de religacion y religacién de fragmento contiguo (en azul claro
y morado respectivamente) en todos los tejidos a diferencia de la linea celular SNU16.
Ambos artefactos estan relacionados con las etapas de fijacion y ligacion del material
genético. Sin embargo, su comin presencia en mayor medida en tejidos, se puede
relacionar con una caracteristica propia de estos. Resaltando un porcentaje menor en las
muestras del paciente 008 en general. Abajo, tabla de los artefactos mas relevantes para
los datos analizados y su porcentaje de representacion. Cabe destacar, que la mayoria de
los artefactos presentes lo estan también en el tumor de cancer gastrico T2000877
poniendo las librerias de los tejidos del PO08 dentro de los resultado esperados. Excepto
por la circularizacion que puede estar relacionada con la viabilidad y el namero celular de
la muestras del tejido sano y tumor (ver fila 4).
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All Di-Tags 210,838,375 107,402,087 289,050,601 219,369,249 331,454,276

cis cercanas <10 29,193,386 24,333,751 70,855,501 63,099,032 71,792,848
kbp 13.8% 22.7% 24.5% 28.8% 21.7%

cis lejanas 156,042,259 64,148,579 121,813,040 96,163,594 154,650,460
>10 kbp 74.0% 59.7% 42.1% 43.8% 46.7%

Trans 25,602,730 18,919,757 96,382,060 60,106,623 105,010,968
12.1% 17.6% 33.3% 27.4% 31.7%

Unique Di-Tags 170,347,914 88,230,471 211,814,183 146,983,405 238,862,489
cis cercanas <10 23,583,690 19,984,214 51,863,094 42,297,661 51,769,850

kbp 13.8% 22.7% 24.5% 28.8% 21.7%
cis lejanas 125,990,922 52,665,148 89,193,625 64,345,366 111,341,825
>10 kbp 74.0% 59.7% 42.1% 43.8% 46.6%
Trans 20,773,302 15,581,109 70,757,464 40,340,378 75,750,814
12.2% 17.7% 33.4% 27.4% 31.7%
SNU16 T2000877

PMBC SANO TUMOR

2 . -

e 0Kp O cis gt 10Kbe 0 trans s b 10Kbp B cis gu 10Kbp B rans I cis ¢ 10Kbp B cis gt 1086 1

Figura 29. Composicion de las interacciones de Hi-C encontradas en cada libreria
analizada respecto a la distancia gendmica. Arriba, tablas de interacciones
considerando las All Di-Tags, es decir todas las interacciones de Hi-C sin restar las duplicas
de PCR generadas en la amplificaciéon de la libreria (ver figura 18), estas estan agrupadas
en tres categorias: Interacciones en cis cercanas <10 kbp. Interacciones en cis lejanas >10
kbp e interacciones entre cromosomas, trans. Ademas, los Unique Di-Tags (lecturas que
no consideran las duplicas de PCR) separadas en las categorias mencionadas
anteriormente. Ambas tablas contienen los porcentajes de representacion de cada
categoria en contraste de las All Di-Tags y los Unique Di-Tags respectivamente. Abajo,
gréficos de barras de la presencia de cada categoria interacciones en cis cercanas <10 kbp
(azul oscuro), cis lejanas >10 kbp (azul claro) y en trans (verde). El grueso de las
interacciones son cis lejanas >10 kbp en todas las librerias lo cual es el comportamiento
esperado. Sin embargo, en los tejidos del paciente 8 se observa una mayor cantidad en
interacciones en cis cercanas <10 kbp y en trans respecto a los resultados de SNU16 y
T2000877. Esto puede estar relacionado con la integridad de los mismos y el niumero
celular.
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Resultados de HINT

Paciente 8 CG difuso

Se obtuvieron con HINT-Pre las matrices de Hi-C de las librerias PMBCs, tejido
adyacente y tumor correspondientes al paciente 8. Ademas, los datos de Ooi
pertenecientes a la linea celular SNU16 y el tumor T2000877. Todas ellas
visualizadas en Juicebox’?. En general, no se encontraron cambios evidentes en las
matrices de los tejidos del paciente 8. Es decir, las matrices correspondiente a
PMBCs, tejido adyacente sano y tumor son equivalentes en tanto a VE (Figura 30).
Cabe destacar que HIiNT considera las lecturas normales de Hi-C, las quiméricas
no ambiguas y las ambiguas, por lo tanto es capaz de detectar las translocaciones
con enriquecimientos de lecturas entre cromosomas (trans) que son observadas en
las matrices (Ver seccion anterior). Sin embargo tanto la muestra de tumor de
cancer gastrico del tipo difuso como su control de tejido adyacente y PMBCs no

muestran la presencia de translocaciones (Figura 30).

Al analizar estos datos mediante HINT-CNV no se detect6 variacion en el nimero
de copias llaméandolas a 50kb (resolucién estandar para este andlisis), manteniendo
la cobertura dentro del rango esperado de Log2CopyRatio (-0.3,0.3) por lo tanto, no
existe pérdida o ganancia de material genético en esta muestra tumoral en particular
y sus controles. En los diagramas correspondientes a cada tejido (Figura 31 A)
PMBCs, B) Tejido adyacente sano y C) Tumor) se observan pequefias regiones
(puntos rojos) en algunos cromosomas que podrian ser interpretados como
ganancias de material genético. Sin embargo, estas coordenadas fueron revisadas

en las matrices y todas corresponden a regiones centroméricas.

Relacionado con la falta de variacion en el niumero de copias, el médulo HINT-TL
tampoco detectd translocaciones, siendo coherente con lo observado en las
matrices. Esta estabilidad gendmica es caracteristica de algunos tumores de cancer

gastrico del tipo difuso*:67.
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Figura 30. Matrices de Hi-C generadas por HiNT-pre correspondientes a los tejidos
del paciente 8 PMBCs, tejido sano y tumor. En estas no se presentan interacciones
ectopicas entre cromosomas (trans) en ninguno de los tejidos, a esta escala macro las
matrices parecen equivalentes, cabe mencionar que este modulo de HINT considera las
lecturas normales de Hi-C, las quiméricas no ambiguas y las ambiguas al generar la matriz
(En cada matriz los cromosomas estan alineados del 1 al 22 y finalmente el cromosoma X
correspondiendo cada uno a las filas y las columnas).
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Figura 31. Los tejidos del paciente 8 PMBC, tejido sano y tumor no presentan
variacion en el namero de copias. Las lineas verdes representan el largo de cada
cromosoma que estan representados en gris con el nombre correspondiente y en blanco el
inmediato. Se observa que todas la lineas caen cercanas al cero en el rango para
Log2CopyRatio (-0.3,3) por lo tanto no existe CNV. Ademas, los puntos rojos que se
interpretan como ganancia de material genético (ver seccion HINT-CNV) en este caso
corresponden a regiones centroméricas no informativas (ver regiones rojas compartidas
entre el cromosoma 21 de las PMBCs “Sangre” y tumor).
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Analisis de translocaciones y CNVs en la linea celular SNU16 y el
tumor T2000877

Esta tesis tiene como objetivo la estandarizacion de los programas que permitan la
deteccidn de variaciones estructurales en muestras de cancer gastrico que seguiran
ingresando al laboratorio y, en el caso de la muestra correspondiente al paciente 8
con cancer gastrico del tipo difuso no se detectaron translocaciones ni variaciones
en el numero de copias. Adicionalmente se corrieron los flujos de trabajo
bioinformético de analisis utilizando los datos disponibles de Ooi et al., 2020
correspondientes a la linea celular de CG SNU16 y el tumor de CG del subtipo
intestinal T2000877. Estos datos presentaron interacciones aberrantes enriquecidas
en trans (Figura 32 Ay B, ejemplos marcados con circulos azules).

En tanto a la variacion en el numero de copias detectada por HINT-CNV se
encontraron 57 en el tumor gastrico del tipo intestinal T2000877 de las cuales 12
representaron ganancia de material genético con un Log2CopyRatio(>=0.3), 16 son
pérdida de material genético con un Log2CopyRatio(<=-0.3) y 29 se mantuvieron
neutrales en el intervalo de Log2CopyRatio (-0.3,0.3). En el caso de SNU16 se
reportaron 31 CNV de las cuales 20 fueron neutrales, 5 pérdidas de material y 6
ganancias de material genético (Figura 33 A).

Respecto a las translocaciones encontradas con HINT-TL fueron 54 en T2000877,
a la resolucién de un solo par de bases para el breakpoint se detectaron 10
translocaciones. En el caso de SNU16 se encontraron 21 y solamente en tres se
detecto el breakpoint (Ver tabla 2 donde se muestran las coordenadas y breakpoints
de estas translocaciones). Al corroborar estas coordenadas en las matrices e
identificar las regiones en el 88enoma browser UCSC?’ para el caso de SNU16 las
tres translocaciones detectadas a nivel de breakpoint corresponden a
amplificaciones anteriormente reportadas® que se observan a lo largo de toda la

matriz.

La amplificacion del cromosoma 8 corresponde al gen c-Myc, el gen mas

comunmente amplificado en cancer?®. En los casos de las amplificaciones de los
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cromosomas 10 y 11 se trata de los genes del receptor 2 del factor de crecimiento
de fibroblastos (FGFR2) y los factores de crecimiento de fibroblastos 3y 4 (FGF3,
FGF4), respectivamente (Figura 32 A matriz de SNU16, lineas paralelas que salen
entre los cromosomas 8 “amplificacion c-Myc”, 10 “amplificacion FGFR2” y 11

“amplificacion FGF3,4” y se comparten en todos los cromosomas en trans).

Este receptor y factores de crecimiento son fundamentales en el desarrollo
embrionario, angiogénesis y en la tumorogénesis. En conjunto estas amplificaciones
estan relacionadas con el progreso del cancer y la deteccion a escala de par de
bases por medio de HINT-TL demuestra la sensibilidad de esta herramienta al

localizar amplificaciones genéticas.

En la figura 32 incisos C y D se muestran ejemplos de translocaciones que
ocurrieron en estas muestras. En SNU16 la translocacion de 2Mb entre el
cromosoma 4 y 18 contiene el gen GALNTL6 que codifica para la N-
acetylgalactosaminyltransterasa en la region del cromosoma 4 y cuyos polimorfismos
se han asociado a mayor desempefio durante la actividad fisica y es fundamental
en la sefializacién celular®. En el caso de T2000877 la translocacién de 1Mb entre
el cromosoma 22 y el X contiene en este ultimo el gen de HDACG6, una desacetilasa
de histonas cuyos inhibidores se utilizan como quimioterapia® (las regiones fueron
mapeadas en el genoma browser UCSC)?’. Estos ejemplos sefialan la importancia

del estudio de las variaciones estructurales en cancer.
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Figura 32. Variaciones estructurales detectadas en la linea celular SNU16 y el tumor
gastrico intestinal T200087. A y B) Matrices de Hi-C de SNU16 y T200087, se marcan en
circulos azules algunos enriquecimientos de interacciones en trans caracteristicos de las
variaciones estructurales. C y D) Ejemplos de la visualizacion en las matrices de
translocaciones (marcadas con flechas verdes) entre el cromosoma 4 y el 18 de 2Mb de
longitud en el caso de SNU16 y el cromosoma 22 y el X con 1Mb en T2000877 (las
coordenadas y la p asociada a cada una se muestran en las tablas inferiores).
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Tabla 2. Lista de translocaciones encontradas por HiNT-TL en T2000877 y SNU16
para las cuales fue detectado el breakpoint aresolucién de par de bases.

chr7 52200000_53200000 = 52735468 chrl9 30900000_31900000 = 31199778 2 0
chr5 32300000_33300000 32800858 chr8 70500000_71500000 =~ 70969555 1 0
chr5 26100000_27100000 = 26692744 chrX 62500000_63500000 = 63141840 1 0.0000937
chr22 37000000_38000000 = 37463797 chrX 48300000_49300000 = 48754596 1 0.000219
chr5 33700000_34700000 34142899 chr10 7300000_8300000 7679232 1 0.00539
chr3 98100000_99100000 = 98436136 chr7 91300000_92300000 = 91694330 1 0.0055
chrl 92600000_93600000 = 92921056 chr9 6200000_7200000 6710691 1 0.0125
chrl 50400000_51400000 = 50724870 chr10 6200000_7200000 6825499 1 0.0167
chr12 55300000_56300000 = 55988460 chr20 3800000_4800000 4293962 1 0.0266
chr10 21800000_22800000 = 22144734 chrl4  102000000_103000000 102616365 1 0.0353
chr8 127300000_128300000 127733371 chrl0  120600000_121600000 121093168 1 0.00E+00
chrl0  120100000_121100000 120912315 chrll 34900000_35900000 = 35192588 7 3.12E-05
chr8 126100000_127100000 126460499 chrll 34900000_35900000 = 35273467 1 1.25E-04

Cabe destacar que se detectaron en total 57 translocaciones en T2000877 y 31 en SNU16,
por lo que la cantidad de lecturas quiméricas ambiguas que permitan la deteccion del
breakpoint con esta resolucién es baja (ver columna supportReads y seccién anterior).

En el tumor de cancer géastrico del tipo intestinal T2000877 se buscé la duplicacion
en tandem del locus que contiene al gen CCNE1 que como ya se ha mencionado,
su sobreexpresion derivada del secuestro de un potenciador adyacente al
duplicarse la region, esta relacionada con una pobre sobrevida en pacientes con
cancer gastrico’. Se utiliz6 como control la linea celular SNU16 que como ya se
mostro es gendmicamente mas estable es decir se encontraron menos CNV y

translocaciones, ademas de no encontrar alteraciones en el locus analizado.

Se pudo detectar la duplicacion en tAindem reportada por el grupo de Ooi, como se
muestra en la matriz central de la figura 33 donde se compara en diagonal la matriz
de SNU16 y la matriz de T2000877. Se observan dos regiones enriquecidas en
interacciones en la region de la matriz correspondiente a T2000877 marcadas con

circulos verdes.

La region en el cromosoma 19 que va del par de bases 29800000 al 30799999 con

un Log2CopyRatio 2.511 y una p de 1.52135e-39 esta marcada con linea azul en la
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matriz B y un circulo del mismo color en el diagrama A CNV correspondiente a
T2000877 mostrando que HINT detectd una ganancia de material genético debido
a una mayor cobertura de la esperada, poniendo de manifiesto la capacidad
exploratoria de este pipeline.

Ademas, en la matriz se marca con una linea naranja la region centromérica de este
cromosoma donde el experimento de Hi-C no detecta interacciones. A pesar de
esto, en el diagrama A de CNV en naranja se marca en un circulo la supuesta
variacion en el niamero de copias encontrada por HINT-CNV pero como ya se
mencionod esta corresponde una region centromérica, este fenomeno se observa
anteriormente en los datos del paciente 8 como ya se discutid y puede estar

relacionado con errores de mapeo en regiones repetidas.

Por (ltimo, estos datos fueron analizados con HiCexplorer*y se obtuvieron los
TADs una vez normalizadas por lecturas las matrices para hacerlas comparables
(estos resultados serdn mostrados a detalle en la siguiente seccion). Se graficaron
los TADs presentes en esta region y se encontraron diferencias derivadas de esta
VE (Ver figura 33, C).

La recapitulaciéon de los datos encontrados por el grupo de Ooi en el 2020 con estas
muestras permite probar la capacidad de deteccidn de variaciones estructurales de
HINT mas alla de las translocaciones, tomando como punto de partida las CNV y
contrastando los datos de coordenadas con las matrices. Si bien la interpretacion
correcta de estas VE y su impacto en la regulacién genética también depende de
otros datos gendémicos como la deteccién de potenciadores; Esta puede ser una

herramienta poderosa para la identificacion de regiones alteradas.

En conjunto, estos datos muestran que los tejidos del paciente 8 son
gendmicamente estables, una caracteristica atribuida a algunos tumores de cancer
gastrico del tipo difuso*®°. Por otro lado, se encuentran CNV y translocaciones en la
linea celular de cancer gastrico SNU16 y el tumor de cancer gastrico del tipo

intestinal T2000877 cuyo subtipo se ha relacionado con inestabilidad genémica*?.
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El analisis de ambos conjuntos de datos muestran que HINT permite encontrar CNV
y translocaciones de manera muy sensible si se toma en cuenta que las matrices
de los datos del grupo de Ooi fueron generadas con menos lecturas utiles de Hi-C
que las generadas con los tejidos del paciente 8 (Ver figura 27). Ademas, esta
herramienta puede guiar la busqueda de otras VE no solo translocaciones, como lo
demuestra la recapitulacion de la duplicacion en tandem del locus que contiene al

gen CCNE1 tomando en cuenta las coordenadas de CNV.
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Figura 33. Recapitulacion de duplicacion en tandem del locus de CCNE1l. A)
Diagramas de CNV para T2000877 marcando en un circulo azul la correspondiente a la
duplicacién del locus que contiene a CCNEL y en naranja la correspondiente al centrémero.
En SNU16 se muestran la mayoria de CNV como neutrales en verde, con un rango de
Log2CopyRatio (-0.3,0.3).B) Matrices de Hi-C correspondientes a SNU16 en la diagonal
inferior y a T2000877 en la superior, se marcan con circulos verdes las interacciones de
novo que se forman por la variacién estructural, la linea azul marca el largo de la variacion
del nimero de copias detectada por HINT-CNV y la naranja la detectada para el centromero
del cromosoma 19.C) TADs presentes en la region rearreglada, comparacion entre
T2000877 y SNU16 presentando perdida de fronteras en el tumor atribuido a la VE, ademas
de nuevos contactos observados en las matrices, circulo verde (este plot esta realizado con
HiCexplorer con matrices normalizadas por numero de lecturas).
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Identificacion de TADs en las bibliotecas de Hi-C analizadas

La organizacion tridimensional del genoma es afectada por patologias como el
cancer*3 como se ha discutido anteriormente y se ha ejemplificado con los datos
de Ooi et al. 2020 del tumor de cancer gastrico del tipo intestinal T2000877 y la linea
celular SNU16. Por lo tanto la identificacién de TADs en los tejidos PMBCs, tejido
adyacente sano y tumor de cancer géastrico del subtipo difuso del paciente 8 puede

guiar la busqueda de regiones alteradas a nivel topologico en esta patologia.

Las librerias de Hi-C SNU-16, T2000877 y PMBCs, tejido adyacente sano y tumor
del paciente 8 fueron analizadas con el pipeline HiCexplorer’* que permite la
generacion y normalizacién de matrices de Hi-C asi como la identificacion de TADs

(Ver materiales y métodos).

En concreto en este analisis se hormaliz6 la matriz de SNU16 respecto a T2000877,
en tanto a las matrices del paciente 8 se normalizaron respecto al tejido sano
(ambas matrices contienen la menor cantidad de lecturas validas de Hi-C, ver
seccibn de Reportes de HICUP). Se corrigieron las matrices por cobertura,
haciéndolas comparables entre si y posteriormente se llamaron TADs a una

resolucién de 50kb (Ver materiales y métodos).

Se encontraron 3779 TADs en la linea celular de cancer géastrico SNU16 y 4187
TADs en el tumor gastrico del subtipo intestinal T2000877. Respecto a los tejidos
del paciente 8 se encontraron 3359 TADs en PMBCs, 3444 en el tejido adyacente
sanoy 3697 TADs en el tumor gastrico del tipo difuso (Figura 34 A). Siendo valores
similares entre tejidos como era esperado, considerando que los TADs son

estructuras conservadas entre tipos celulares**.

Ademas, se llevo a cabo una comparacion de los TADs compartidos entre el tejido
adyacente sano y el tumor del paciente 8, ya que son los tejidos mas parecidos en
origen y los cambios en esta métrica pueden ser atribuidos al cancer. Los resultados
exponen que de los 3390 TADs comparados entre ambos tejidos, los mismos

comparten 1723 TADs y 1667 TADs son exclusivos del tumor o diferenciales, es
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decir las coordenadas de sus fronteras no se comparten con el tejido adyacente

sano (Figura 34 B).

Esto representa un 49.17% de los TADs presentes en el tumor de cancer gastrico
difuso del paciente 8. Por lo tanto, el tumor presenta un cambio topolégico global
gue puede ser importante al desregular transcripcionalmente los genes contenidos
en dichos dominios, por lo que un analisis detallado en estos loci sera muy
relevante, especialmente en este escenario en donde no existe una inestabilidad

gendmica muy acentuada.
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Figura 34. El numero de TADs encontrados por HiCexplorer en cada biblioteca
analizada es equivalente. Cerca de la mitad de los TADs del tumor difuso del paciente 8
son exclusivos del mismo. A) Numero de TADs encontrados en los datos de Ooi et al 2020
y los tejidos del paciente 8. B) TADs compartidos y diferenciales entre el tejido adyacente
sano y el tumor del paciente 8. .
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Andlisis de expresion en células individuales en muestras del
tejido adyacente sano y el tumor de CG del tipo difuso del
paciente 8

El proyecto del que forma parte esta tesis considera el procesamiento de las
muestras de los tumores de cancer gastrico y el tejido adyacente sano de cada
paciente mediante Hi-C y scRNA-seq, buscando obtener la informacion topolédgica
y de expresion genética a nivel de células individuales en cada muestra para poder
integrar la informacion topoldgica con la regulacion de la expresion de genes en la

misma muestra.

En concreto, en el caso del paciente 8 estos tejidos fueron los primeros en el
proyecto relacionados con cancer gastrico procesados mediante scRNA-seq,
ademas de las bibliotecas de Hi-C obtenidas que se han analizado a lo largo del
texto. Las suspensiones de células unicas de las muestras fueron procesadas
mediante el protocolo de aislamiento basado en Droplets 10XChromium®* que utiliza
un chip de microfluidos. La estrategia experimental se describe a detalle en la

seccion de materiales y métodos.

Expresion de células individuales en el tejido adyacente sano y
tumor gastrico difuso del paciente 8

Se analizaron los datos del tejido sano adyacente y el tumor gastrico difuso del
paciente 8 con el pipeline de 10XCellRanger que realiza el alineamiento y una
descripcion de calidad de los datos como se muestra en la tabla 3 (Ver materiales y
métodos). En el tejido adyacente sano se obtuvo un nimero celular, un nimero de
lecturas y de genes promedio por célula esperado, con un 88.6% de alineamiento
al genoma de referencia hg38. Sin embargo, en el caso del tumor solo se detectaron
277 células y 275 genes promedio por célula con un alineamiento al genoma de
65.3%.

Estos resultados pueden deberse a que durante el protocolo se consiguié una
emulsién parcial en el experimento lo cual puede llevar al etiquetado y andlisis de

moléculas flotando en la muestra en lugar de dentro de células individuales.
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Por otro lado este resultado puede relacionarse con la baja viabilidad inherente a
las muestras tumorales y la presencia de ARN libre en la disolucion. Probablemente
afectando la formacion de gemas y obteniendo algunas que no representan material

de una sola célula.

A pesar de esto, con la exigencia de los controles de calidad que se mostraran a
continuacion se espera un filtrado de datos estricto que arroje informacion relevante
de esta muestra. Sin embargo, no se deja de lado el hecho de que estos resultados
son preliminares y hace falta procesar mas muestras para poder profundizar en las
caracteristicas transcriptomicas de este tipo de tumores.

Tabla 3. Datos de calidad de los experimentos de scRNA-seq obtenidos mediante
10XCellRanger en el tejido adyacente sano y tumor gastrico difuso del paciente 8.

Tejido adyacente 2,748 84,927 1,164 88.6%
sano
Tumor 277 380,498 275 65.3%

A partir de los archivos generados por 10XCellRanger Features, Barcodes y Matrix
(Ver materiales y métodos) se continu6 con el analisis de estos datos mediante la
paqueteria de R Seurat que permite identificar células Unicas y vivas segun el
siguiente estandar, eliminando los datos que contienen menos de 200 genes
detectados y se mantienen los que contienen arriba de 2500 genes con un

porcentaje menor al 5% de expresion de genes mitocondriales.

Esto parte del racional de disminuir el error de procesar datos de perlas que solo
contienen transcritos flotantes y eliminar las células muertas en la muestra. Todos
los resultados mostrados de manera subsecuente fueron analizados con Seurat, en

la seccion de materiales y métodos se describe su funcionamiento.

Para realizar este control, con los datos del paciente 8 se graficaron los diagramas
de violin que consideran los genes detectados, el nUmero de lecturas para cada gen

y el porcentaje de genes mitocondriales para las muestras sano y tumor (Figura 35
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A y B respectivamente) se decidi6 mantener el estandar de 5% de genes
mitocondriales en el tejido sano y un 20% en el tumor. El porcentaje de genes
mitocondriales se muestra en la tercera grafica de violin de la figura 35 para ambos

tejidos.

Una vez realizado este control de calidad obtuvimos 1209 células en el tejido
adyacente sano con un total de genes detectados de 18535 y para el tumor 146
células con 8501 genes detectados. Los experimentos de scRNA-seq en cancer
gastrico publicados son la suma de varios tejidos tumorales, procurando la
diversidad celular, este es una primera estandarizaciéon para seguir analizando

tumores de CG por esta metodologia.

Cabe mencionar que en el caso del tejido tumoral, experimentalmente se obtuvo
una emulsion parcial durante el protocolo lo cual explica el bajo numero celular
detectado, como se menciona anteriormente. A pesar de esto, el nimero de células
y genes encontrados una vez realizados los controles de calidad de forma estricta
eligiendo 20% de genes mitocondriales en lugar de 30% como se estila en trabajos
con tumores y en particular con tumores gastricos®>%6.78.79 pretende poder realizar

comparaciones informativas entre los dos tejidos.

Estos datos comprenden células Unicas y vivas debido a su complejidad
transcripcional y porcentaje de expresién de genes mitocondriales, por lo tanto se

continu6 con su analisis.
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Figura 35. Gréaficos de violin para el tejido adyacente sano (A) y tumor (B).
nFeature_RNA representa la distribucion de todos los genes detectados para cada tejido.
nCount_RNA la distribucion del numero de lecturas por gen o “Feature” y percent.mt el
porcentaje de genes mitocondriales detectados. Los analisis se realizan tomando en cuenta
las regiones con mayor cantidad de datos en la distribucién de nFeature_ RNA y percent.mt.

Posteriormente, para ajustar la variabilidad en la expresion de los genes y poder

comparar las muestras, se buscan los 15 genes mas variables (Figura 36 A tejido

adyacente sano y B tumor) y se escalan haciéndolos comparables entre si.
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Figura 36. Genes con mayor varianza en cada uno de los tejidos a partir de los cuales
se ajustala expresion de los demas. El promedio de expresion y la varianza de todos los
genes detectados se ajustan a una escala logaritmica (ejes X y Y de los gréficos) que
permite la comparacion de expresion entre genes.

Una vez ajustados los datos se realiza un analisis de componentes principales PCA
para reducir las dimensiones de los mismos mediante la agrupacion de los datos
(en este caso células) por su varianza y se genera una grafica denominada
diagrama de codo que muestra el numero de componentes principales PC que
capturan mejor la varianza, se espera ver una meseta a partir del PC 10. Es decir,
variables que ya no capturan mas varianza. Este paso es fundamental para la
reduccion lineal de dimensiones (Ver seccion de métodos) (Figura 37 A tejido

adyacente sano y B tumor de CG difuso).
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Figura 37. Diagrama de codo para cada tejido. Se observa la formacién del codo en el
PC 10, si se considera para el analisis un niumero mayor a 10 PC ya no se captura mayor
varianza. Por lo tanto, el nUmero de PCs que se usaron en los andlisis posteriores fueron
10.

A partir del PCA se puede realizar una representacion grafica de clusters definidos
por su expresion genética y relacionar estos perfiles de expresion con bases de
datos de tejidos, en este caso se utilizd la base HumanPrimaryCellAtlas y las
identidades se representaron mediante el algoritmo UMAP (Ver seccion de métodos
donde se describe con detalle el algoritmo).

En el tejido sano se encontraron tres identidades: estomago, sangre y nodulo
linfatico. En el caso de tumor solo se encontrd estdbmago y nédulo linfatico. Ademas,

se obtuvieron las listas de genes que definen a cada tipo celular (Figura 38).
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Figura 38. Las muestras recuperan identidades celulares de tejidos gastricos. UMAP
de las muestras sano y tumor. Podemos observar que ambas muestras contienen los tejido
estdbmago y nddulo linfatico tomando en cuenta la base de datos HumanPrimaryCellAtlas.

Este resultado es esperado ya que se recuperan identidades celulares presentes en
el tejido gastrico. Cabe mencionar que la falta de la identidad “sangre” en el tumor
corresponde con la biologia no vascularizada de los tumores en etapas iniciales. Sin
embargo, también puede corresponder con el bajo numero celular recuperado en el
experimento. Indagar mas en la diversidad celular en estos tejidos y corroborar

estas observaciones dependera de los resultados obtenidos en muestras futuras.
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Sin embargo, a pesar de las pocas células se recuperan en el tumor, las identidades
celulares encontradas son pertenecientes a tejido estomacal, esto muestra que la
complejidad obtenida es suficiente para los analisis de identidad y robustece los

analisis posteriores.

Los UMAP y los genes que considera para cada cluster se analizaron como tumor
y sano mediante MAST (Figura 39) (Ver seccion de métodos) permitiendo analizar
los genes diferencialmente expresados entre cada muestra encontrando 1811
genes diferencialmente expresados, de los cuales 1325 estan sobreexpresados y

486 subexpresados en el tumor respecto al tejido sano.

El uso de esta estrategia corresponde con el hecho de que en los experimentos de
Hi-C no es posible distinguir entre tipos celulares. Realizando comparaciones entre
la expresion del tejido adyacente sano y el tumor de CG del tipo difuso del paciente
8 en general sin considerar la diversidad celular de los mismos, estos datos se
pueden contrastar con los datos topolégicos de Hi-C.
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Figura 39. UMAP del tejido sano y el tumor. Se muestran las similitudes de varianza entre
el tejido adyacente sano y el tumor, cabe destacar que se obtienen 3 grupos con células
representantes de cada tejido, siendo consecuente con las identidades celulares
previamente detectadas (Ver figura 38).
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Finalmente, los 1325 genes sobreexpresados en el tumor gastrico difuso fueron
analizados con la herramienta web Enrichr®?-84 que analiza listas de genes
mediante diversas herramientas arrojando categorias ontologicas tales como
procesos biolégicos en dbénde estan involucrados y busqueda de factores de

transcripcion relacionados con los GDE (Ver materiales y métodos).

Especificamente para los fines de este trabajo se utilizd la base de datos
REACTOME?>8 donde de encontr6 que la via mas enriquecida segun los genes
expresados a la alta en el tumor de CG difuso del paciente 8 es la carga de cohesina
a la cromatina con un score combinado de 476.20 (Ver materiales y métodos). Esta
métrica considera la importancia de los genes relacionados a la via y la p ajustada
de la expresion de los mismos (tabla 4). Concretamente, los genes sobrexpresados
son las subunidades del complejo de cohesina SMC1A, SMC3, STAG2 y RAD21 y
las proteinas de carga y mantenimiento del complejo de cohesina a la cromatina
WAPL, NIPBL y PDS5A%2:%,

Tabla 4. Vias relacionadas con los genes sobreexpresados en el tumor de cancer
gastrico difuso respecto al tejido adyacente sano.

indice Nombre Valor de p p-ajustada Razé6n de Puntuacion
probabilidades | Combinada
1 Cargado de la cohesina a la 5.542e-7 0.00001605 33.06 476.20
cromatina R-HSA-2470946
2 ARNm Splicing R-HSA-72172 1.748e-21 6.076e-19 5.99 286.40
3 ARNm Splicing-Via mayor 6.913e-21 1.922e-18 6.04 280.26
R-HSA-72163
4 Generacion de moléculas de 3.721e-10 2.351e-8 12.57 272.86
segundos mensajeros R-HSA-
202433
5 Prosesamiento de Intrones con 1.383e-21 6.076e-19 5.16 247.75

CAP PreARNm R-HSA-72203

6 Regulacion de la respuesta 0.0002582 0.002300 28.27 233.57
inmune y migracion por
RUNX3 R-HSA-8949275

7 Sistema inmune R-HSA- 5.112e-37 7.106e-34 2.70 225.50
168256

8 Telofase/Citokinesis Mitotica 0.000006636 0.0001264 16.53 197.03
R-HSA-68884

9 Establesimiento de la cohesion 0.00002891 0.0004143 16.99 177.52

de las cromatidas hermanas R-
HSA-2468052

10 Interaccion de RUNX1 con 1.817e-8 7.654e-7 9.49 169.07
cofactores cuyo efecto en los
blancos de RUNX1 es

desconocidoR-HSA-8939243

Se hace enfasis a la carga de la cohesina a la cromatina por su importancia en la
organizacion tridimensional del genoma.
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Este resultado es importante ya que como se menciona en la introduccion, la
cohesina es la encargada de llevar acabo el proceso de extrusion de loops de
cromatina junto con otras proteinas estructurales!®°29 que ponen en contacto los

locus gendémicos y permiten la regulacion adecuada de la expresion de los genes.

Por lo tanto, la alteracidn de esta via en el tumor gastrico difuso del paciente 8 puede
ser relevante en la alteracion de la topologia del genoma de las células tumorales y
coincide con los cambios descritos a nivel de TADs en el tumor en comparacion al
tejido adyacente sano. Esta observacion resulta muy interesante ya que propone un
posible mecanismo de alteracion topoldgica que conlleve a la desregulacion
transcipcional fina en este tipo tumoral con pocas alteraciones genéticas. Conocer
Si esto es una caracteristica general de este subtipo tumoral requerird de mas

estudios incluyendo un mayor niumero de muestras

Integracion de datos topologicos y trancripcionales en CG difuso

Finalmente, mediante la herramienta de visualizacién de datos gendémicos Segmonk
se mapearon las coordenadas de los 1667 TADs exclusivos del tumor de CG difuso
del paciente 8, ademas de las coordenadas de los 1811 GDE en el mismo y se
realiz6 un analisis para conocer que GDE se encontraban dentro de los TADs
exclusivos del tumor. Cabe mencionar que solo se mapearon 1754 GDE ya que 57
transcritos mapeaban a regiones que no contenia la versién del genoma de
referencia utilizada (GRCh38 v108). Sin embargo, todos correspondian a
coordenadas redundantes de transcritos ya considerados en los 1754 GDE
analizados. Se encontr6 que de los 1667 TADs exclusivos del tumor 452 TADs
contienen 717 GDE de los cuales 537 genes se encuentran sobreexpresados y 180
genes subexpresados en el tumor (Ver Figura 40).
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Figura 40. Nomero de genes alterados contenidos en TADs exclusivos del tumor. Se
encontré que 452 TADs exclusivos del tumor contienen 717 GDE. A) Grafico de barras de
TADs exclusivos del tumor (1667) y TADs que contienen GDE (452). B) Gréfico de barras
del numero de GDE mapeados en Segmonk (1754) y GDE que se encuentran en TADs
diferenciales (717) o exclusivos del tumor.

Debido a su importancia en la topologia del genoma se decidi6 indagar en los loci
donde se encuentran los genes que forman parte de la cohesina y que estan
involucrados en su asociacion con la cromatina. Esto se realiz6 graficando las
matrices de contacto de estas regiones mediante HiCexplorer agregando los TADs
detectados por el pipeline y las coordenadas de los genes presentes en las mismas,

considerando su estado transcripcional (Ver materiales y métodos).

Esto es informativo ya que muestra evidencia del impacto de los cambios
topoldgicos en la regulacion genética de estos locus. Sin embargo, no se profundiz6
en la funcién biolégica de los genes que comparten locus con los genes
estructurales y regulatorios de la cohesina, solo se hace enfasis en su estado

transcripcional, por las razones mencionadas anteriormente.
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Los genes que codifican a las subunidades energéticas de la
cohesina SMC1A y SMC3 se encuentran en TADs exclusivos del
tumor

En el tumor de CG difuso del paciente 8 las subunidades de la cohesina
involucradas en la actividad ATP dependiente de la misma SMC1A y SMC32%8-30

se encuentran en TADs exclusivos del tumor (Ver Figura 41 area sombreada).

En los locus donde mapea cada gen se observa un proceso equivalente donde se
generan dos TADs de novo en el tumor a partir de uno solo presente en el tejido
sano. Asi como un cambio general de los TADs encontrados en la region de 4Mbp

considerada en este analisis entre tejidos (Ver Figura 41 flechas rojas).

En el caso del TAD donde se encuentra SMC1A se encontré sobreexpresado
también el gen HUWEL (rojo) y subexpresado el gen TSPY2 (azul). SMC3 esta
sobreexpresado unicamente en el TAD que lo contiene. Cabe sefalar la
sobreexpresion general de los genes contiguos al TAD adyacente PDCD4, ADRA2A

y SHOC2 contenidos en otro TAD de novo exclusivo del tumor.

Estas observaciones apoyan la hipotesis de que el cambio global en la topologia

gendmica esta relacionado con el cambio en la expresion genética de las células.
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Figura4l. Los genes de las subunidades de la cohesina SMC1A y SM3 se encuentran
en TADs exclusivos del tumor de CG difuso del paciente 8 (area sombreada).
Comparacion de matrices de Hi-C entre tejido adyacente sano y tumor del locus que
contiene los genes SMC1A (arriba) y SMC3 (abajo). Flechas negras TAD presente en tejido
sano, Flechas rojas TADs de novo en el tumor. Genes sobreexpresados en rojo, genes
subexpresados en azul (Matrices a 50kb de resolucién).
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Los genes de las subunidades estructurales de la cohesina RAD21
y STAG2 se encuentran en TADs exclusivos del tumor

RAD21 interacciona con SMC1A y SMC3 cerrando el anillo de la cohesina?®-30,
Mientras que STAG2 es fundamental para la asociacion del complejo de cohesina
con el ADN formando parte del nacleo del complejo de la cohesina. Ambos genes
se encuentran en TADs diferenciales del tumor respecto al tejido sano (Ver figura

42 area sombreada).

En el caso de RAD21 se localiza en un TAD de novo en el tumor formado por una
nueva frontera que divide en dos al TAD presente en el tejido sano, siendo esta la
Gnica alteracion topoldgica relacionada con los TADs en la ventana de 6Mbp

graficada (Ver figura 42 arriba).

STAG2 se ubica en una region con un paisaje topolégico ampliamente distinto
respecto al tejido sano, considerando las 4Mbp ploteadas, en un TAD exclusivo (Ver

figura 42 abajo).

Es importante recalcar que tanto RAD21 como STAG2 son los uUnicos genes

sobreexpresados en estos loci.

Estos dos casos son contrastantes en el hecho de que si bien el cambio topolégico
es acompafado del cambio transcripcional en estos genes de interés. En particular,
en la region de STAG2 a pesar de los TADs de novo, no se reportan mas cambios
transcripcionales, ejemplificando la complejidad de la regulacién genética fina y la

diversidad de fendbmenos particulares.
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Figura 42. Los genes de las subunidades de la cohesina RAD21 y STAG2 se
encuentran en TAD’s exclusivos del tumor de CG difuso del paciente 8. Ademas, son
los Unicos genes alterados transcripcionalmente en su TAD respectivo (&rea sombreada).
Comparacion de matrices de Hi-C entre tejido adyacente sano y tumor del locus que
contiene los genes RAD21 (arriba) y STAG2 (abajo). Flechas negras TAD presente en tejido
sano, Flechas rojas TADs de novo en el tumor. Genes sobreexpresados en rojo, genes
subexpresados en azul (Matrices a 50kb de resolucion).
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Los genes de regulacion del cargado de cohesina a la cromatina
WAPL y PDS5A se encuentran en TADs exclusivos del tumor a
excepcion de NIPBL

Los genes que regulan el mantenimiento, cargado y descargado de la cohesina a la
cromatina también estan sobreexpresados en el tumor de CG del tipo difuso del

paciente 8 respecto al tejido sano.

PDS5A que mantiene la asociacion de la cohesina a la cromatina?®-2° se encuentra
en un TAD exclusivo del tumor formado por un cambio en una de las fronteras del
TAD que lo contenia originalmente en el tejido sano (Ver Figura 43 arriba, region
sombreada). Ademas, el estado transcripcional sobreexpresado lo comparte con el
gen SMIM14. De manera contraria, el gen RPL9 esta subexpresado. Ambos
presentes en el mismo dominio. Aunado a esto, el TAD contiguo a la derecha
contiene a los genes N4BP2 y RHOH también sobreexpresados en el tumor, aunque
se comparte el mismo TAD con el tejido adyacente sano. Hacia el final de la region
de 4Mbp graficada se observa un cambio en los TADs presentes en el tumor
definido por la pérdida de fronteras en la misma en comparacion con el tejido sano
(Ver Figura 43 arriba, flechas negras en tejido sano y roja en tumor). Estos
resultados hacen interesante este locus que contiene a PDS5A para estudios

posteriores en modelos de CG.

WAPL es la proteina encargada de la disociacion de la cohesina de la cromatina®®-
30 y su gen se encuentra también en un TAD exclusivo del tumor, formado por dos
fronteras generadas en un TAD mas grande presente en el tejido sano (Ver figura
43 abajo, region sombreada). Cabe sefialar que en este TAD exclusivo solo se
encuentra el gen WAPL. Por otro lado, en el TAD contiguo a la derecha aunque
también es exclusivo del tumor no se detectdé ningdn gen alterado

transcripcionalmente.

Finalmente, NIPBL que regula el cargado de la cohesina a la cromatina?-3°, aunque
esta sobreexpresado en el tumor no se localiza en un TAD exclusivo del tumor.
Ademas, en la region ploteada de 3Mbp se observa la subexpresion del gen IL7R a

la izquierda y la sobreexpresion del gen WDR70 a la derecha, ambos en TADs
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equivalentes al tejido sano (Ver Figura 44). Este locus muestra que el cambio en los

TADs no es el Unico proceso involucrado en los cambios de expresion de los

transcritos.
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Figura 43. Los genes de mantenimiento PDS5A y descarga WAPL de la cohesina se
encuentran en TADs exclusivos del tumor de CG difuso del paciente 8 (area
sombreada). Comparacion de matrices de Hi-C entre tejido adyacente sano y tumor del
locus que contiene los genes PDS5A (arriba) y WAPL (abajo). Flechas negras TAD presente
en tejido sano, Flechas rojas TAD de novo en el tumor. Genes sobreexpresados en rojo,
genes subexpresados en azul (Matrices a 50kb de resolucion).
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Figura 44. El gen de cargado de la cohesina a la cromatina NIPBL se localiza en un
TAD equivalente entre el tejido adyacente sano y el tumor de CG difuso del paciente
8. Comparacion de matrices de Hi-C entre tejido adyacente sano y tumor del locus que
contiene al gen NIPBL. Flechas negras TAD presente en ambos tejidos. Genes
sobreexpresados en rojo, genes subexpresados en azul (Matrices a 50kb de resolucion).

Tomando estos datos en conjunto se muestra que los genes de regulacién, cargado
y descargado de la cohesina a la cromatina se encuentran en locus alterados
topolégicamente en el tumor del subtipo difuso del paciente 8 respecto al tejido
adyacente sano, este hecho puede estar relacionado con la sobreexpresion de los
mismos detectada por sScRNA-seq y puede explicar el cambio topoldgico global en
el tumor. Por lo tanto, se proponen estos loci para estudios mas detallados en

biopsias de CG difuso.
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Discusion

El cancer gastrico es un problema de salud relevante en México y a nivel mundial
1211 Existen pocas terapias eficientes para tratarlo y ademas las mismas no
distinguen entre subtipos?. Aunque se han llevado a cabo esfuerzos para clasificarlo
a nivel molecular, la heterogeneidad genética que presenta el CG hace dificil
implementar las clasificaciones moleculares en la clinica. En este contexto, conocer
no solo a nivel codificante al CG sino también a nivel regulatorio podria mejorar
nuestro entendimiento sobre el mismo y permitirnos tratarlo de manera dirigida y

eficaz.

Como se menciond a lo largo del texto, los cambios en la topologia del genoma son
un factor que puede impactar en la severidad de distintos tipos de cancer, por
ejemplo en el desarrollo de la metastasis”%3. En nuestro pais; el presente proyecto
es el primer acercamiento a este aspecto de la regulacion genética en el cancer
gastrico. En particular, el cancer gastrico del tipo difuso afecta a personas mas

jovenes, es mas agresivo y la sobrevida esperada es menor3->,

En un estudio epidemiolégico del 2018 de la universidad de Texas se relaciona el
CG del tipo difuso con la poblacién hispana®’. No obstante, en México no se tiene
claro cual es la prevalencia de cada subtipo. El subtipo difuso en poblaciones
mexicanas, se ha asociado a polimorfismos de nucleétido Unico (SNPs, por sus
siglas en inglés) del gen CDH1°%. Las mutaciones de dicho gen se han relacionado
con alteraciones en la formacion correcta de los epitelios gastricos y CG
hereditario®®. Sin embargo, no se ha indagado en la topologia genémica del CG en
pacientes mexicanos. Ademas, los trabajos de clasificacion molecular realizados
por el TCGA y el ACRG no consideran poblaciones hispanas®’. Es por eso que es

fundamental seguir investigando esta patologia en nuestro pais.

Los experimentos realizados en esta tesis en las PMBCs, tejido adyacente sano y
tumor de cancer gastrico difuso del paciente 8 muestran se establecid con éxito el
protocolo de Hi-C en estas muestras y recuperamos informacion topolégica

relevante de biopsias que contienen menos de 5 millones de células.
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Asi mismo, se detectaron VE en datos de Hi-C con 88 millones de Unique Di-Tags,
como se muestra en el analisis comparativo realizado con los datos generados por
el grupo de Ooi et al. del tumor géstrico del subtipo intestinal T2000877. Dicho
analisis confirma la sensibilidad que tiene la técnica y lo robustas que son las VE al
ser detectadas en este tipo de datos gendmicos. Por lo tanto, el Hi-C es optimo para
proyectos que busquen variaciones estructurales en muestras bioldgicas con

muestras iguales o menores a 5 millones de células, en concreto biopsias de cancer.

Las clasificaciones moleculares del CG relacionan al subtipo histologico intestinal
con inestabilidad genémica y al subtipo difuso con estabilidad®2, cabe sefialar que
segun los resultados del ACRG mas del 80% de los tumores del subtipo difuso que
analizaron son genémicamente estables®. Este dato muestra la importancia de
buscar VE en ambos subtipos, ya que ambos pueden contener particularidades
moleculares relevantes que permitan elegir un tratamiento por encima de otro, este

punto se discutirhd con mas detalle adelante.

Los resultados encontrados en este trabajo son consecuentes con las
clasificaciones del TCGA y el ACRG ya que el tumor gastrico del subtipo difuso del
paciente 8 es gendmicamente estable, Debido a que no se encontraron VE mayores
a 1Mb, como se pueden observar en los datos de Hi-C del tumor de CG del subtipo
intestinal T2000877, ni las amplificaciones caracteristicas en las matrices de Hi-C
gue se presentan en la linea celular de CG SNU16. Ambos datos pertenecientes a
CG gendmicamente inestable, segln las clasificaciones antes mencionadas*7:10.88

(Ver matrices de la figura 32).

Este trabajo es relevante en distintos niveles respecto a la regulaciéon de la
expresion genética en el CG del subtipo difuso, al integrar el componente topolédgico
y transcripcional mediante Hi-C y scRNA-seq. Se encontré en primer lugar que
cerca de la mitad de los TADs analizados (1667) entre el tejido adyacente sano y el
tumor estan presentes solo en este ultimo. Mostrando un cambio global en las
fronteras de los TADs si de considera que estas estructuras estan conservadas
entre tipos celulares?®. Como resultado, existen interacciones distintas ente loci

gendmicos en el tumor respecto al tejido sano. Lo anterior genera un impacto
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relevante en la expresion genética de estas células que presentan 1811 GDE en el
tumor, de los cuales 717 GDE se encuentran dentro de 452 TADs exclusivos del

tumor.

Al realizar la ontologia de los GDE relacionandolos con procesos biolégicos
mediante la base de datos REACTOME?®, el de cargado de la cohesina a la
cromatina es el proceso mas relevante, tomando en cuenta el score combinado que
arroja el analisis. Tal proceso es fundamental en la arquitectura del genoma por lo

tanto se decidio profundizar en este resultado.

Las proteinas que forman parte de la cohesina y que regulan su asociacién con la
cromatina pueden estar relacionadas con el cambio topologico general que se
presenta en el tumor al compararlo con el tejido adyacente sano, sobre todo
teniendo en cuenta los reportes donde el silenciamiento de NIPBL, WAPL y RAD21
tienen implicaciones globales en la topologia y expresion genética 192830, De hecho,
el Unico gen de este proceso que no se encuentra en un TAD diferencial del tumor
es NIPBL el cual estd en un TAD equivalente respecto al tejido sano. Sin embargo,
RAD21, SMC1A, SMC3,STAG2, WAPL y PDS5A se encuentran en TADs exclusivos
del tumor del paciente 8. Asi mismo, estos 7 transcritos estan sobreexpresados
respecto al tejido adyacente sano y se observan cambios en la expresion de genes
gue se encuentran en el mismo vecindario gendmico (Ver figuras 41 y 43),
robusteciendo la hipotesis del impacto que tiene el cambio en la topologia del

genoma en la expresién genética del tumor.

De manera relevante, en 2015 un estudio de la universidad de Seul report6 la sobre
expresion en 16 tumores de CG de una muestra de 24 tumores, de las subunidades
de la cohesina RAD21 y SMC1A cuya sobreexpresién se relacion6 con peor
pronostico para los pacientes con esta malignidad!®. Ademas, mediante ensayos de
silenciamiento de ambos transcritos concluyeron que en la linea celular de CG
gendmicamente inestable SNU16 a lo largo de las divisiones celulares se disminuy6
la amplificacion en el genoma de oncogenes como CD44 que tiene un rol importante
en la formaciéon e identificacion de células troncales de cancer'4%-°7 y c-Myc el

oncogén mas amplificado en cancer?®, aunado a una mayor sensibilidad de las
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células silenciadas contra RAD21 y SMC1A al tratamiento con cisplatino y el
inhibidor de la poly ADP-ribosa (PARP por sus siglas en inglés). Es decir, farmacos

que provocan dafio al ADN promoviendo la apoptosis?.

Esto es muestra del papel de RAD21 y SMC1A en la inestabilidad genémica del
cancer gastrico. No obstante, en las lineas celulares de cancer colorectal HCT116
y LoVo y la linea celular de cancer hepatico HepG2 las cuales son genémicamente
estables, no presentaron detrimento en la amplificacion de oncogenes ante el
silenciamiento de estas proteinas. Ademas, se reportd una menor eficiencia de los
efectos antiproliferativos del cisplatino y el inhibidor de PARP. Esto sugiere un papel
dependiente de la estabilidad gendmica en la actividad de estas subunidades de la
cohesina en el cancer y la resistencia a farmacos que provocan dafio al ADN en

tumores genémicamente estables.

Finalmente, el silenciamiento de STAG2 en células HelLa resulté en inestabilidad
gendmica, esto se relaciona con la participacién del complejo de la cohesina en la
reparacion homologa del rompimiento de la doble cadena de ADN reclutando
maquinaria de reparacién y manteniendo a la cromatida hermana rota cerca de la

intacta que servira de molde?®2°,

A pesar de la relacién que se ha hecho entre la sobrexpresiéon de RAD21 y SMC1A
y la inestabilidad gendémica en el CG es muy importante recalcar que siendo
generalmente el subtipo difuso gendémicamente estable la implicacion de la
sobreexpresion de todos estos transcritos no estd clara aun y podria ser
dependiente del subtipo tumoral. Es probable que en el cancer gastrico del subtipo
difuso la cohesina mantenga su papel de reparacion de manera exacerbada
considerando por ejemplo, la sobreexpresion de STAG2, haciendo resistente a este
subtipo a tratamientos basados en agentes de dafio al ADN como el cisplatino y los
inhibidores de PARP.

Esta observacion aporta nueva informacion para el uso de tratamientos adecuados
en el CG difuso, puede que la regulacién genética fina como la generacion de
nuevos contactos entre loci y compartimentos explique parte del proceso del cancer

en este subtipo tumoral y no de manera tan importante las grandes VE. No obstante,
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cabe sefialar que en tanto al conocimiento del cancer gastrico en México y su
regulacion genética hacen falta estudios con mas tumores para realizar

generalizaciones.

Tomando toda esta evidencia en conjunto y contrastandola con los resultados
obtenidos en este trabajo, se sugiere que la sobreexpresion de los factores
involucrados en el cargado de la cohesina a la cromatina pueden tener un papel
importante en la topologia general del genoma del cancer géstrico del tipo difuso
impactando en su expresion genética de forma global. Por lo tanto los locus donde

se mapean estos genes serian candidatos para mas estudios en modelos de CG.

Conclusiones

1) Se estandariz6 con éxito el protocolo Hi-C para detectar VE y TADs en PMBCs,

tejido sano adyacente y cancer gastrico difuso.

2) Los tejidos PMBCs, tejido sano adyacente y cancer gastrico difuso analizados
son genémicamente estables respecto a VE mayores o iguales a 1Mb.

3) Los datos de Hi-C son altamente sensibles para detectar VE mayores a 1MB.

4) Se encontr6 un cambio topoldgico a nivel de TADs y transcripcional general en el

tumor de CG difuso en comparacién con el tejido adyacente sano.

5) Los genes estructurales (SMC1A, SMC3, RAD21 y STAG2) y relacionados con
el cargado y mantenimiento de la cohesina en la cromatina (WAPL y PDS5A) estan
sobreexpresados en el tumor y se encuentran en TADs exclusivos del mismo, a

excepcion del gen de descargado de la cohesina a la cromatina NIPBL.

En conjunto, el cancer gastrico del tipo difuso puede estar relacionado con
alteraciones topoldgicas finas como la formacion de nuevos contactos y no de
manera tan importante con VE. Sin embargo, se requieren mas datos para

generalizar esta observacion.
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Es necesario indagar mas profundamente en otros aspectos de la topologia en estos
datos, por ejemplo en el componente de los compartimentos de cromatina ya que
también puede haber alteraciones que expliquen las diferencias transcripcionales

entre el tejido adyacente sano y el tumoral.

Ademas, la comparacion y suma de otras matrices de Hi-C y datos de scRNA-seq
de tumores de cancer gastrico permitiran la generalizacion de las observaciones
hechas en este trabajo y aumentar la resolucion con la que se puede estudiar la
topologia del genoma y expresion genética del CG, asi como las poblaciones

celulares presentes en el mismo.

El andlisis de identificacién de potenciadores como la inmunoprecipitacién de la
cromatina contra las marcas de histonas H3K4mel y H3K27ac permitira conocer

con mayor detalle la regulacion genética de los loci propuestos.

Anexo de Tablas de Primers

Primers para adaptadores Tru-Seq
Figuras 19,23y 24

Primer 1.0 AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCTTTCCCTACACGA
Primer 2.0 CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT
Nombre Secuencia5’-3’ Amplicon hasta DPNIl o Mbol | Tipo de control
Figura 18 C6-3 AGCAGCTGAAAACGGACTCGT 290 Externo
Hist_f2 CATCCAGGGTATCACCAAGCC 120
TAD 5-6 H GCCACTCGGCAGTCAGTATT 137 Interno
TAD 5-6 M GCTCGTCTGAGACCCTTCAC 49
Figura 21 C6-2 CCCATTTTCGGCGTCGAGT 274 Externo
C6-3 AGCAGCTGAAAACGGACTCGT 290
C6-3 AGCAGCTGAAAACGGACTCGT 290 Interno
Hist_f3 GCTGCAGTAACAGTTCCGCCGT 229
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Anexo de Carta de consentimiento informado

JSTTUTONACIONAL DR CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA PARTICIPAR EN EL PROYECTO:

CIENCIAS MEDICAS

SALVADOR ZUainAN Identificacion de subtipos celulares, vias moleculares y paisajes
mevs e sesn. " cromosémicos asociados con la progresion y malignidad tumoral.

g

3 Version 3, 25 de febrero de 2022
|

’l COMITE DE ETICA

EN INVESTIGACION
Investigador principal: Dra. Yanin Chavarri Guerra
Direccion: Vasco de Quiroga 15, Seccion XVI, Tlalpan, 14080, CDMX, México.
Teléfono de contacto de los investigadores: 54870900, Extension 2254 y 5712.
Investigadores participantes: Dr. Enrique Soto Pérez de Celis, Dra Mayra Furlan
Magaril, Dra. Paulina Licona-Limén, Ma. Aura Stephenson Gussinye, Dra. Blanca Ruiz
Medina, Ma. Rosario Pérez Molina, Lic. Andrea Morales Alfaro
Nombre del patrocinador del estudio: Fondo Institucional de Fomento Regional para
el Desarrollo Cientifico, Tecnolégico y de Innovacién
Direccion del patrocinador: Av. Insurgentes Sur 1582, Crédito Constructor, Benito
Juarez, C.P 03940, CDMX.
Versién del consentimiento informado y fecha de su preparacién: Version 2, 17 de
marzo de 2021

INTRODUCCION:

Este documento es una invitacion a participar en un estudio de investigacion del Instituto.
Por favor, tome todo el tiempo que sea necesario para leer este documento; pregunte al
investigador sobre cualquier duda que tenga.

Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la salud, la
Declaracién de Helsinki y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comisién
Nacional de Bioética.

Para decidir si participa o no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente
acerca de los riesgos y beneficios con el fin tomar una decisién informada. Este formato
de consentimiento informado le dard informacion detallada acerca del estudio de
investigacién que podra comentar con su médico tratante o con algin miembro del equipo
de investigadores. Al final se le pedira que forme parte del proyecto y de ser asi, bajo
ninguna presién o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.

Procedimiento para dar su consentimiento. Usted tiene el derecho a decidir si quiere
participar o no como sujeto de investigacion en este proyecto. El investigador le debe
explicar ampliamente los beneficios y riesgos del proyecto sin ningun tipo de presioén y
usted tendra todo el tiempo que requiera para pensar, solo o con quien usted decida
consultarlo, antes de decidir si acepta participar. Cualquiera que sea su decisién no
tendra efecto alguno sobre su atencién médica en el Instituto.

Con el fin de tomar una decisién verdaderamente informada sobre si acepta participar o




Pagina | 122

£/ no en este estudio, usted debe tener el conocimiento suficiente acerca de los posibles
Q57 riesgos y beneficios a su salud al participar. Este documento le dara informacién detallada
wstruronaciowaoe @cerca del estudio de investigacion, la cual podra comentar quien usted quiera, por
VERCT RIS ejemplo, un familiar, su médico tratante, el investigador principal de este estudio o con
sarvReon 20%RAN algtn miembro del equipo de investigadores. Al final, una vez leida y entendida esta
informacion, se le invitara a que forme parte del proyecto y si usted acepta, sin ninguna
presién o intimidacion, se le invitara a firmar este consentimiento informado.
Este consentimiento informado cumple con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Investigacién para la Salud, la
Declaracién de Helsinki, y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision

Nacional de Bioética.

Al final de la explicacion, usted debe entender los puntos siguientes:

. La justificacion y los objetivos de la investigacion.
I. Los procedimientos que se utilizaran y su propésito, incluyendo la identificacién

de qué son procedimientos experimentales.
Los riesgos o molestias previstos.

M.
V. Los beneficios que se pueden observar.
< gn' V. Los procedimientos alternativos que pudieran ser ventajosos para usted
f:’ = VI. Garantia para recibir respuestas a las preguntas y aclarar cualquier duda sobre
i < los procedimientos, riesgos, beneficios y otros asuntos relacionados con la
i iij 2 investigacion y el tratamiento de la materia.
= = 5! VI Lalibertad que tiene de retirar su consentimiento en cualquier momento y dejar
1E5T : i o de participar en el estudio, sin que por ello se afecte su atencion y el tratamiento
s = en el Instituto. '
b 6‘; VIIl.  La seguridad de que no se le va a identificar de forma particular y que se
i 3 © _‘;' mantendra la confidencialidad de la informacion relativa a su privacidad.
_W IX El compromiso del investigador de proporcionarle la informacion actualizada

que pueda ser obtenida durante el estudio, aunque esto pudiera afectar a su
disposicién para continuar con su participacion.

X. La disponibilidad del tratamiento médico y compensacién a que legalmente tiene
derecho, en el caso de que ocurran dafios causados directamente por la

investigacion.

Puede solicitar mas tiempo o llevar a casa este formulario antes de tomar una
decision final en los dias futuros.

INVITACION A PARTICIPAR COMO SUJETO DE INVESTIGACION Y DESCRIPCION
DEL PROYECTO

Estimado(a) Sr(a).

El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) y el
Instituto de Fisiologia Molecular de la Universidad Nacional Auténoma de México, a través
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de un grupo de investigacién, le invitan a participar como sujeto de investigacion en este
' estudio que tiene como objetivo: detectar y analizar anormalidades en el material
wsTiTuTo shcronar o gENELICO (es la informacion que contienen las células del cuerpo y que le indican como
VERET 11 'S funcionar, crecer y desarrollarse) en muestras de pacientes mexicanos con diagnostico de
sHtvaper ZUEIAY cancer de mama y cancer gastrico, a través del uso de técnicas de laboratorio.
La duracion total del estudio es de tres afios. El numero aproximado de participantes que
se incluiran en este estudio seran de 40 pacientes (20 pacientes con diagnéstico de cancer
de seno y 20 pacientes con sospecha o diagnéstico de cancer de estémago)
Usted fue invitado al estudio debido a que tiene las siguientes caracteristicas: ser mayor
de edad (18 afios), tiene diagnéstico de cancer de seno o sospecha/diagnéstico de cancer
de estémago, sera sometido a algun procedimiento programado de rutina para toma de
muestra (biopsia, cirugia o endoscopia), no ha recibido tratamiento con quimioterapia y no
tiene ninguna enfermedad o tratamiento que cause inmunosupresién (baja de defensas)

o alguna infeccién activa.

PROCEDIMIENTOS DEL ESTUDIO
Su participacion en el estudio consiste en: a) obtencién de una muestra de sangre y

b) la toma de muestras de tejido.
N — ) Toma de muestra de sangre. Una vez que usted haya aceptado participar en el

- 2{ protocolo y firmado el consentimiento informado se le tomara una muestra de
o] sangre de 3 ml aprox. (una cucharadita) en un tubo con tapa morada y se
¢: =S| mantendra en refrigeracion.
i W § ) Las muestras de tejido. Se obtendran cuando usted tenga algln procedimiento
oz ‘5’ = programado de rutina para toma de muestra, como cirugia, endoscopia o biopsias
= oy i derutina.
> .= > Posterior a esto su participacion habra concluido.
< = = Sus muestras se enviaran al laboratorio de Fisiologia Celular de la UNAM para su
g 5! analisis y al laboratorio de patologia del INCMNSZ.

L'§'~——-—~—~—JLas intervenciones propuestas que son experimentales: hasta el momento nuestro
estudio es considerado como experimental, por lo que usted no recibira resultados de
dicho estudio.

Las intervenciones incluidas en el estudio que son parte de su tratamiento
estandar son: La valoracién por parte de su oncélogo y cualquier otro médico del
instituto no tendra cambios.

Las responsabilidades de los participantes incluyen: Proporcionar una muestra de

sangre y tumor.

RIESGOS E INCONVENIENTES
Los datos acerca de su identidad, su informacién médica, y la identidad de sus familiares

no seran revelados en ningin momento como lo estipula la ley, por tanto, en la recoleccion
de datos clinicos usted no enfrenta riesgos mayores a los relativos a la proteccion de la
confidencialidad, la cual sera protegida mediante la eliminacién de cualquier dato personal
que lo relacione con las muestras.

Los riesgos relacionados con la extraccién de sangre son minimos, entre ellos, moretones
en el lugar de la extraccion, necesidad de repetir la puncion, y dolor temporal.

Los riesgos relacionados con la obtencion de una muestra de tumor son moretones en el
lugar de la biopsia, infecciones y dolor temporal para el caso del cancer de mamayy la
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obtencién de muestra por medio de endoscopia puede presentarse sangrado de tubo

& 7> digestivo, desgarro del tracto gastrointestinal y reaccién a la sedacion. Estos riesgos no
wsTirure acronaL0e AUMeENtaran con la obtencion de la muestra que nosotros tomaremos para la

IS IS investigacion y son propios del procedimiento que de cualquier forma le realizaran al
SHLvADOR ZURIRAN haciente para diagnostico del tumor.

BENEFICIOS POTENCIALES

Este estudio no esté disefiado para beneficiarle directamente. Sin embargo, el conocer
mejor los mecanismos del cancer en la poblacién mexicana permitira en un futuro disefiar
mejores herramientas de diagnéstico y tratamiento. Por lo tanto, su participacién altruista
podria beneficiar a otros pacientes con cancer de mama triple negativo y gastrico.

CONSIDERACIONES ECONOMICAS

No se cobrara ninguna tarifa por participar en el estudio ni se le hara pago alguno.
Coordinaremos la visita de este proyecto con sus visitas estandar al hospital para no
incurrir en ningtin gasto extra.

COMPENSACION

Este estudio no acarrea riesgos adicionales para su salud mas que los considerados por
el procedimiento de diagnéstico o tratamiento de cancer de mama y cancer gastrico que
los médicos encargados de su cuidado han considerado para usted. Los costos que se
generen por la atencién de complicaciones generadas durante el procedimiento de toma
de muestra no seran cubiertos por nosotros. El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran no brinda ningtn tipo adicional de compensacién para cubrir el
dafio.

ALTERNATIVAS A SU PARTICIPACION:

Su participacién es voluntaria. Por lo que usted puede elegir no participar en el estudio.
En caso de decidir no participar, usted seguira recibiendo el tratamiento o manejo habitual
(estandar) para su enfermedad.

POSIBLES PRODUCTOS COMERCIALES DERIVABLES DEL ESTUDIO:

Si un producto comercial es desarrollado como resultado del estudio, tal insumo sera
propiedad del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién, Salvador Zubiran
(INCMNSZ), del Instituto de Fisiologia Celular de la UNAM o quienes ellos designen. En
tal caso, usted no recibira un beneficio financiero por el mismo.

PARTICIPACION Y RETIRO DEL ESTUDIO:
Recuerde que su participacion es VOLUNTARIA. Si usted decide no participar, tanto su
relacién habitual con el INCMNSZ como su derecho para recibir atencién médica o
cualquier servicio al que tenga derecho no se veran afectados. Si decide participar, tiene
la libertad para retirar su consentimiento e interrumpir su participacién en cualquier
momento sin perjudicar su atencién en el INCMNSZ. En ese caso le pediremos que se lo
comunique a la Dra. Yanin Chavarri Guerra o al Dr. Enrique Soto Pérez de Celis

El investigador o el patrocinador del estudio pueden excluirlo del estudio si: no
obtenemos la muestra requerida para este estudio.

COMITE DE ETica 4
EN INVESTIGACISN
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CONFIDENCIALIDAD Y MANEJO DE SU INFORMACION

> Su nombre no sera usado en ningtin momento. Su confidencialidad sera protegida como
wstmuroNacionacoe [0 MArca la ley, asignando cédigos a su informacién. El cédigo es un numero de
VEST A1 €1 5w identificacién que no incluye datos personales por ello su informacién sera mantenida a
Aven B través de la asignacién de codigos. Ninguna informacién sobre su persona sera
compartida con otros sin su autorizacién, excepto:
- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido
una lesion y requiere tratamiento de emergencia); o
- Si es solicitado por la ley.
Monitores o auditores del estudio podran tener acceso a la informacion de los
participantes.
Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccion de su
informacién y muestra almacenada.
Los Comités de investigacion y de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricion Salvador Zubiran aprobaron la realizacién de este estudio. Dichos
comités revisan, aprueban y supervisan los estudios de investigacién en humanos en el
Instituto.
Los datos cientificos obtenidos como parte de este estudio podrian ser utilizados en
publicaciones o presentaciones médicas. Su nombre y otra informacion personal seran
eliminados antes de usar los datos.
Si usted lo solicita su médico de cabecera sera informado sobre su participacion en el
estudio.
Su nombre no sera usado en ninguno de los reportes publicos del estudio. Sus datos no
podran ser usados para estudios de investigacion que estén relacionados con condiciones
distintas a las estudiadas en este proyecto, y estos estudios deberan ser sometidos a
aprobacién por un Comité de Etica.
Si bien existe la posibilidad de que su privacidad sea afectada como resultado de su
participacion en el estudio, su confidencialidad sera protegida como lo marca la ley,
asignando cddigos a su informacién. El codigo es un nimero de identificacién que no
incluye datos personales. Ninguna informacion sobre su persona sera4 compartida con
otros sin su autorizacion, excepto:
- Si es necesario para proteger sus derechos y bienestar (por ejemplo, si ha sufrido
una lesién y requiere tratamiento de emergencia); o
- Es solicitado por la ley.
Si usted decide retirarse del estudio, podra solicitar el retiro y destruccién de su
informacion.
Riesgos asociados con el incumplimiento del requisito de confidencialidad: Existe
un leve riesgo de que personas no vinculadas a este estudio accidentalmente descubran
su identidad u obtengan su informacién personal.

IDENTIFICACION DE LOS INVESTIGADORES:

Si usted tiene preguntas sobre el estudio, puede ponerse en contacto con la Dra. Yanin
Chavarri Guerra en el INCMNSZ al teléfono 54870900 Ext 2254 o con el Dr. Enrique Soto
Pérez de Celis en el INCMNSZ al teléfono 54870900 Ext 5712.

En caso de que usted sufra un dafio relacionado al estudio, por favor péngase en contacto
con la Dra. Yanin Chavarri Guerra en el INCMNSZ al teléfono 54870900 Ext 2254 o
044554128608 y con el Dr. EnnqueﬂSete—PeFez—de—Cehs-en_eL‘INCMNSZ al teléfono
54870900.

&
N
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~ Si usted tiene preguntas acerca de sus derechos como participante en el estudio, puede
- hablar con el Presidente del Comité de Etica en Investigacion del INCMNSZ (Arturo
wstiroronaciona0: Galindo Fraga, tel: 54870900. ext. 6101).

CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

DECLARACION DEL CONSENTIMIENTO INFORMADO

He leido con cuidado este consentimiento informado, he hecho todas las preguntas que
he tenido y todas han sido respondidas satisfactoriamente. Para poder participar en el
estudio, estoy de acuerdo con todos los siguientes puntos:

Estoy de acuerdo en participar en el estudio descrito anteriormente. Los objetivos
generales, particulares del reclutamiento y los posibles dafios e inconvenientes me han
sido explicados a mi entera satisfaccién.

Estoy de acuerdo, en caso de ser necesario, que se me contacte en el futuro si el proyecto
requiere colectar informacién adicional o si encuentran informacioén relevante para mi

salud.
Mi firma también indica que he recibido un duplicado de este consentimiento informado.

o ‘}or favor responda las siguientes preguntas: )
g: =S Si NO
£ W
;; e (marque (marque
E ol por por
“* a4 & favor) favor)
- . o
= ZZla ¢Ha leido y entendido el formato de consentimiento O O
s informado, en su lengua materna?
Cwlp, ¢Ha tenido la oportunidad de hacer preguntas y de discutir O O
este estudio?
c. ¢Ha recibido usted respuestas satisfactorias a todas sus O m|
preguntas?
d.  ¢Ha recibido suficiente informacion acerca del estudio y ha O O
tenido el tiempo suficiente para tomar la decisién?
e. ¢(Entiende usted que su participacién es voluntaria y que es ) O
libre de suspender su participacién en este estudio en
cualquier momento sin tener que justificar su decision y sin
que esto afecte su atencién médica o sin la pérdida de los
beneficios a los que de otra forma tenga derecho?
f.  ¢Entiende los posibles riesgos, algunos de los cuales son aun O O
desconocidos, de participar en este estudio?
g. ¢Entiende que puede no recibir algin beneficio directo de O O
participar en este estudio?
h.  ¢Entiende que no esta renunciando a ninguno de sus O O

derechos legales a los que es acreedor de otra forma como
sujeto en un estudio de investigacion?

i.  ¢Entiende que el médico participante en el estudio puede O O
retirarlo del mismo sin su consentimiento, ya sea debido a que
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si NO
(marque (marque
CIENCIAS WEDICAS por P
Y NUTRICION faVOI') favor)

SALYADOR ZUBIRAN

usted no siguié los requerimientos del estudio o si el médico
participante en el estudio considera que médicamente su
retiro es en su mejor interés?
j. ¢Entiende que usted recibira un original firmado y fechado de O O
esta Forma de Consentimiento para sus registros personales?

Declaracion del paciente:
Yo,
declaro que es mi decision participar como sujeto de investigacion en el estudio. Mi
participacion es voluntaria. He sido informado que puedo negarme a participar o
terminar mi participacion en cualquier momento del estudio sin que sufra penalidad alguna
o pérdida de beneficios. Si suspendo mi participacion, recibiré el tratamiento médico
habitual al que tengo derecho en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién
Salvador Zubiran (INCMNSZ) y no sufriré perjuicio en mi atencién médica ni en futuros
estudios de investigacion. Yo puedo solicitar informacion adicional acerca de los riesgos
o beneficios potenciales derivados de mi participacion en este estudio.
Puedo obtener los resultados de mis examenes clinicos si los solicito. Si tengo preguntas
sobre el estudio, puedo ponerme en contacto con la Dra. Yanin Chavarri Guerra al teléfono
54870900 EXT 2254. Si tengo preguntas sobre mis derechos como participante en el
estudio, problemas, preocupaciones o preguntas, si quiero obtener informacion, u ofrecer
informacion que puede hablar con el presidente del Comité de Etica de Investigacion de
INCMNSZ (Dr. Arturo Galindo Fraga Tel: 54870900. ext 6101). Debo informar a los
investigadores de cualquier cambio en mi estado de salud (por ejemplo, uso de nuevos
medicamentos, cambios en el consumo de tabaco) o en la ciudad donde resido, tan pronto
como sea posible. He leido y entendido toda la informacion que me han dado sobre mi
participacion en el estudio. He tenido la oportunidad para discutirlo y hacer preguntas.
(;-MA'mdas las preguntas han sido respondidas a mi satisfaccién. He entendido que recibiré
3 una copia firmada de este consentimiento informado.

ETICA

AC|

Nombre del Participante Firma del Participante Fecha

STIG

INVE.

{ Coloque su huella digital si no sabe escribir

COMITE DE

EN

Nombre del representante legal Firma del representante legal Fecha
(si aplica)




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN
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Nombre del Investigador Firma del Investigador Fecha
que explicéd el documento

Nombre del Testigo 1 Firma del Testigo 1 Fecha

Relacion con el participante:

Direccién:

Nombre del Testigo 2 Firma del Testigo 2 Fecha

Direccién:

Relacién que guarda con el participante:

Lugar y Fecha:

(El presente documento es original y consta de 8 paginas)
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